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3ABSTRAKT: 
Teoretická část této diplomové práce je zaměřena především na fyzikální a chemické 
vlastnosti chromu, jeho toxicitu a možnostmi vstupu různých forem chromu do životního 
prostředí. Dále jsou zde popsány nejpoužívanější analytické metody stanovení chromu ve 
vodách, včetně způsobů úpravy a prekoncentrace vzorků vod.  
Předmětem experimentální části je optimalizace a zhodnocení podmínek 
spektrofotometrického stanovení Cr(III) vybranými organickými činidly 
(chromazurolem S, eriochromcyaninem R, 4-(2-thiazolylazo)rezorcinolem) a jejich 
srovnání se stanovením celkového chromu, jako Cr(III), pomocí atomové absorpční 
spektrometrie s elektrotermickou atomizací. Analytický postup spektrofotometrického 
stanovení chromu s chromazurolem S, který byl shledán jako nejvhodnější, byl spolu 
s ET-AAS aplikován na reálné vzorky vod. 
 
ABSTRACT: 
The theoretical part of this master’s thesis is mainly focused on the physical and 
chemical properties of chromium, its toxicity and possibility of entering of various forms 
of chromium into the environment. There are also described the most common analytical 
methods for determination of chromium in water, including ways of modification and 
preconcentration water samples. 
The aim of experimental part is the optimalization and assessing the conditions 
spectrophotometric determination of Cr(III) by selected organic reagents (chromazurol S, 
eriochromcyanine R, 4-(2-thiazolylazo)resorcinol) and their comparison with the 
determination of total chromium, as Cr(III), using atomic absorption spectrometry with 
electrothermic atomization. The analytical procedure for spectrophotometric 
determination of chromium with chromazurol S, which was found to be most suitable and 
ET-AAS, were applied to real water samples. 
 
KLÍČOVÁ SLOVA: 
Chrom, chromazurol S, eriochromcyanin R, 4-(2-thiazolylazo)rezorcinol, 
spektrofotometrie ve viditelné oblasti, atomová absorpční spektrometrie, kvantitativní 
stanovení, voda. 
 
KEYWORDS: 
Chromium, chromazurol S, eriochromcyanine R, 4-(2-thiazolylazo)resorcinol, visible 
spectrophotometry, atomic absorption spectrometry, quantitative determination, water. 
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1. ÚVOD 
Životní prostředí je v současné době neúměrně zatěžováno stále větším množstvím 
vznikajících odpadů. V řadě průmyslových procesů je produkován odpad, který obsahuje 
toxické látky v rozpuštěné nebo pevné formě. Mezi nejčastější kontaminanty životního 
prostředí patří tzv. rizikové prvky (těžké kovy), které mohou pronikat do potravního 
řetězce, kumulovat se v živých tkáních a způsobovat tak vážné poškození zdraví obyvatel 
[1]. 
Rizikové prvky se díky svým toxickým účinkům a rozsáhlému průmyslovému využití 
stále řadí mezi nejvíce sledované látky v životním prostředí. Jako toxické nebo také těžké 
kovy označujeme skupinu asi třiceti ekotoxikologicky významných, převážně kovových 
prvků, jejichž specifická hmotnost je vyšší, než 5 g.cm-3. Do této skupiny patří i chrom 
[1]. 
Stanovení chromu a jeho forem ve složkách životního prostředí je stále v popředí 
zájmu, protože stejně jako ostatní kovy není biologicky rozložitelný a jeho toxicita závisí 
na oxidačním stupni, ve kterém se nachází [2]. 
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2. CHROM 
2.1. Fyzikální a chemické vlastnosti 
Chrom je stříbrobílý lesklý kov, v čistém stavu poměrně měkký a zároveň křehký. 
V rámci  periodického systému prvků jej  řadíme do  VI.  B  skupiny,  spolu  s  molybdenem 
a wolframem, mezi tzv. přechodné kovy (nebo-li d-prvky). Valenční sféru elektronového 
obalu má stejně jako Mo a W obsazenu šesti elektrony. S tím také souvisejí jeho fyzikální 
a chemické vlastnosti [3, 4]. 
Vyskytuje se ve všech oxidačních stavech od -II do VI, ale pouze stavy 0 (kovový 
chrom),  II,  III  a  VI  jsou  běžné.  Ve  sloučeninách  je  nejstálejší  v  oxidačním  stavu  III,  
sloučeniny obsahující chrom s oxidačním číslem VI (chromany a dichromany), vykazují 
silné oxidační účinky. Naopak sloučeniny, ve kterých se chrom vyskytuje v oxidačním 
stavu II, jsou velmi nestabilní a vykazují silné redukční vlastnosti. Sloučeniny obsahující 
chrom v oxidačním stavu V jsou značně nestálé a snadno podléhají hydrolýze 
za současné disproporcionace Cr(V) na Cr(III) a Cr(VI) [3, 5].  
Za normální teploty je chrom na vzduchu stálý, z tohoto důvodu se také široce využívá 
k povrchové ochraně jiných méně stálých kovů. V kyslíkové atmosféře se na povrchu 
kovu okamžitě tvoří tenká vrstvička oxidu, která je nepropustná pro kyslík a kov tak 
chrání. Při vyšších teplotách je schopen reagovat s celou řadou nekovů za vzniku 
intersticiálních nebo nestechiometrických sloučenin [4, 5]. 
Chrom reaguje poměrně ochotně s kyselinami. Rozpustnost chromu v minerálních 
kyselinách závisí na jeho čistotě a může být zpomalena pasivací. Snadno se rozpouští již 
ve zředěné kyselině chlorovodíkové, také podléhá alkalickému oxidačnímu tavení např. 
s KNO3 nebo  KClO3, za vzniku příslušných solí (obsahujících aniont MO42-). Oproti 
tomu ve velmi čistém stavu odolává účinkům zředěné kyseliny sírové. Kyselina dusičná 
(zředěná i koncentrovaná), spolu s lučavkou královskou, jej pasivuje [3].  
Je  to  dobrý  vodič tepla  a  elektrického  proudu,  snadno  tvoří  slitiny  a  komplexní  
sloučeniny (v důsledku přítomnosti většího počtu valenčních elektronů), které jsou 
stabilní a barevné. Má poměrně vysokou teplotu tání a hustotu. Některé vlastnosti 
chromu jsou uvedeny v tabulce 1 [3, 5]. 
Tabulka 1: Některé chemické a fyzikální vlastnosti chromu [3] 
Atomové číslo 24 
Počet přírodních izotopů 4 
Atomová hmotnost [g.mol-1] 51,9961 
Paulingova elektronegativita 1,66 
Elektronová konfigurace [Ar]3d54s1 
Teplota tání [°C] 1907 
Teplota varu [°C] 2671 
Hustota při 20 °C [g·cm-3] 7,19 
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2.2. Chemie trojmocného chromu  
Chrom v oxidačním stavu III snadno tvoří komplexní sloučeniny, které jsou často 
velmi stabilní, ale z kinetického hlediska jsou reakce jejich vzniku za normálních 
podmínek pomalé. Ve vodném roztoku jsou Cr3+ ionty vždy přítomny ve formě 
hexaaquakomplexu [5, 6].  
Velmi rozsáhlou skupinu tvoří komplexy Cr(III) s amoniakem, které jsou velmi 
stabilní. Mohou být mononukleární nebo polynukleární. Známy jsou také halogenidové 
chromité komplexy, především chlorokomplexy. Cr(III) ale tvoří komplexy také 
s ostatními halogenidy [4, 6]. 
 Cr(III) tvoří komplexy i s běžnými ligandy, jako jsou například kyanidy, thiokyanáty, 
ale jsou známy i sulfatokomplexy, méně běžné jsou acetatokomplexy a oxalatokomplexy. 
Z analytického hlediska jsou významné komplexy chromu s thiokarbamáty 
a difenylkarbazidem. Komplexy, které s těmito ligandy poskytuje, mohou být kationtové, 
aniontové, nebo neutrální. Atom chromu v nich téměř bez výjimky uplatňuje koordinační 
číslo 6 s oktaedtrickým uspořádáním. Jednou z nejpozoruhodnějších vlastností Cr(III) je 
sklon podléhat hydrolýze a vytvářet tak polynukleární komplexy s OH-můstky. K tomu 
potřebné hydroxoskupiny pravděpodobně vznikají z koordinovaných molekul vody 
ztrátou protonu, po které následuje koordinace skupin OH- [3, 4, 5]. 
Z řady běžných sloučenin (oxidy, sírany, dusičnany, halogenidy, kamence, sulfidy, 
selenidy a telluridy, atd.), které Cr(III) tvoří, stojí za zmínku hydratovaný oxid chromitý 
(Cr2O3 · nH2O, nebo Cr(OH)4-).  Jedná se o gelovitou sraženinu, která se vylučuje 
z vodných roztoků chromitých solí v důsledku pozvolné kondenzace polynukleárních 
komplexů, vzájemně spojených OH-můstky. Vzniklý hydroxid je amfoterní a snadno 
se rozpouští v kyselinách za vzniku příslušných chromitých solí obsahujících kation 
[Cr(H2O)6]3+, nebo také v roztocích alkalických hydroxidů, z nichž následně přechází 
na složité hydrolyzované chromitany [3, 6].  
Z analytického hlediska je důležité zmínit inertnost fialově zbarveného kationtu 
hexaaquakomplexu [Cr(H2O)6]3+, který snižuje reaktivitu Cr(III) s analytickými činidly 
a kineticky brzdí reakce tohoto analytu při laboratorní teplotě [4]. 
 
2.3. Chemie šestimocného chromu 
Cr(VI) snadno tvoří oligomerní kyseliny, z nichž nejznámější je kyselina chromová 
a dichromová. Existuje také kyselina trichromová a tetrachromová, ale pouze ve velmi 
kyselých a koncentrovaných roztocích. Kyseliny chromová a dichromová disociují 
prakticky úplně jen do prvního stupně, do druhého stupně jen velmi málo [3, 4].  
Velmi významné jsou soli těchto kyselin chromany a dichromany, které dávají 
v roztoku rozdílnou reakci. Mají silné oxidační vlastnosti, které se výrazněji projevují 
v kyselém prostředí. Této vlastnosti se využívá především ve volumetrii [3, 4]. 
Rozpustnost chromanů a dichromanů ve vodě je odlišná. Chromany alkalických kovů 
jsou velmi dobře rozpustné, zatímco chromany kovů alkalických zemin, jsou rozpustné 
méně a chromany těžkých kovů jsou ve vodě téměř nerozpustné [3, 4].  
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Chrom v oxidačním stavu VI, stejně jako Cr(III) tvoří celou řadu nejrůznějších 
komplexních sloučenin. Zejména peroxokomplexy a fluorokomplexy [3].  
 
2.4. Výskyt v přírodě 
Chrom je v zemské kůře obsažen v průměrném množství 122 mg.kg-1. Volný chrom 
byl nalezen pouze v meteoritech, jinak se v přírodě vyskytuje pouze ve sloučeninách. 
Nejrozšířenějším izotopem chromu v přírodě je 52Cr (zastoupený cca 83,76 %), dalšími 
izotopy vyskytujícími se v přírodě jsou 53Cr (9,55 %), 50Cr (4,31 %) a 54Cr (2,38 %) [3]. 
 V přírodě se chrom nachází zejména ve formě komplexních solí, spinelů, 
aluminosilikátů a  silikátů (ambifoly,  pyroxeny),  ve  kterých  zastupuje  Al3+ a  Fe3+. Mezi 
minerály s nejvyšším obsahem chromu patří: merumit (81 % Cr2O3), chromit (15 až 65 % 
Cr2O3), dauberit (53 % Cr2O3), lopezit (35,4 % Cr2O3) a krokoit (21,9 % Cr2O3) [5, 6].  
Z praktického hlediska má však největší význam pouze minerál chromit (FeCr2O4), 
který je svými vlastnostmi velmi podobný magnetitu. Jeho největší naleziště jsou 
v bývalé SSSR, Jižní Africe nebo na Filipínách. Dále pak zasluhují zmínky krokoit 
(PbCrO4) a chromový okr (Cr2O3), ze kterých se chrom získává převážně redukcí koksem 
[3, 4].  
Chrom se také vyskytuje ve stopovém množství v diamantech smaragdu a rubínu, 
kterým dodává příslušnou barvu a v minerálech obsahujících hliník, který doprovází.  
Tento prvek byl objeven v roce 1797 Francouzem L. N. Vauquelinem v sibiřském 
minerálu, který je dnes známý jako krokoit, a byl pojmenován podle výrazné barevnosti 
svých sloučenin (z řeckého chroma – barva) [3, 4]. 
 
2.5. Průmyslové využití chromu 
Chrom je využíván především v metalurgii (přibližně 2/3 celkové průmyslové 
spotřeby), dále se používá k výrobě zrcadel, v chemickém a kožedělném průmyslu. 
Významný podíl zaujímá i výroba chromových pigmentů a jejich využití v barvířství 
i tiskařském a fotografickém průmyslu, při impregnaci dřeva a v mnoha dalších 
průmyslových odvětvích [3, 7, 8]. 
Chrom se často používá v ocelářství k výrobě speciálních slitin nebo ke galvanickému 
pokovování. Oxid chromový je významnou složkou pokovovacích lázní, používá se jako 
oxidační činidlo a muže sloužit také jako výchozí látka pro přípravu některých 
organokovových sloučenin a esteru kyseliny chromové (estery kyseliny chromové se 
uplatňují v katalytické chemii, zejména v organické syntéze) [3, 8, 9]. 
Soli chromité a chromany se používají k barvení tkanin, k moření a leptání kovů 
a v kožedělném průmyslu slouží k vyčiňování kůží. Chromany se též používají při výrobě 
organických barviv. Některé sloučeniny chromu mají upotřebení jako anorganické 
pigmenty (Cr2O3, PbCrO4), jsou obsaženy také v některých přípravcích na konzervaci 
dřeva a také jako inhibitory koroze v chladících vodách elektráren [3]. 
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2.6. Antropogenní zdroje znečištění životního prostředí chromem 
Chrom je v přírodě všudypřítomný v přirozeně nízkých koncentracích. Jeho 
koncentrace ve složkách životního prostředí jsou však zvyšovány v důsledku působení 
lidské činnosti. Mezi antropogenní zdroje emisí chromu patří zejména: 
· spalování fosilních paliv 
· odpadní vody ze strojírenského, kožedělného a textilního průmyslu 
· odpadní vody z metalurgie a povrchové úpravy kovů 
· úniky chladicích vod obsahujících inhibitory koroze 
· nakládání s odpady s obsahem chromu (komunální odpady, galvanické kaly, apod.) 
Chrom může být obsažen i v některých běžných výrobcích denní spotřeby: jako jsou 
například inkousty, barviva, papír, podlahové krytiny, kožené výrobky, magnetické 
pásky, baterie, nekorodující oceli a několik dalších slitin, či některé tonery do kopírek 
[10]. 
V ekosystémech se může chrom pohybovat specifickými cestami svých 
biogeochemických cyklů. Z těchto cyklů v různých momentech vystupuje a kumuluje se 
velmi často např. v půdách. S mobilitou je úzce spjata rozpustnost jednotlivých forem 
chromu ve vodě – čím je sloučenina rozpustnější, tím je mobilita kovu větší. 
U rozpuštěných látek je podstatné, zda jde o nestálou hydratovanou iontovou sloučeninu 
nebo o stabilní komplex [10]. 
 
 2.6.1. Kontaminace vod a možnosti transformace chromu ve vodách 
 Antropogenním zdrojem chromu ve vodách jsou odpadní vody z barevné metalurgie, 
povrchové úpravy kovů, kožedělného a textilního průmyslu, kde je součástí některých 
barvicích lázní. Dalším zdrojem jsou některé inhibitory koroze používané v chladicích 
okruzích, při rozvodu teplé vody nebo při čištění kotlů. Značné koncentrace lze také 
nalézt ve vodách využívaných k hydraulické dopravě popílku [8, 11, 12]. 
 Chrom může být přítomen ve vodách v oxidačním stupni III nebo VI. Cr(III) může 
být ve vodách přítomen v rozpuštěné formě, jako jednoduchý ion Cr3+ nebo v podobě 
hydroxokomplexů [CrOH]2+ až [Cr(OH)4]-. Ion Cr3+ může převažovat jen v silně kyselém 
prostředí, při hodnotách pH < 3,5. V rozmezí hodnot pH 6 až 8 se na rovnováze 
rozpuštěných forem podílejí oba kationtové hydroxokomplexy a elektroneutrální 
trihydrochromitan [Cr(OH)3(aq)]0. Za určitých podmínek se ve vodě vyskytují 
i polynukleární hydroxokomplexy, např. [Cr2(OH)2]4+, [Cr3(OH)4]5+ a  [Cr4(OH)6]6+. 
Stejně jako  měď má  ion  Cr3+ velkou komplexační schopnost. Jako ligandy přicházejí 
v úvahu sírany, fluoridy, NH3, kyanidy aj.  
U Cr(VI), je situace ve vodách možný výskyt pouze těchto forem: CrO42-, HCrO4-. 
A v některých průmyslových odpadech také Cr2O72-  [7, 8]. 
V rozmezí hodnot oxidačně-redukčního potenciálu ve vodách (asi od -0,5 V do 0,5 V) 
může  docházet  buď k  oxidaci  Cr(III),  nebo  naopak  k  redukci  Cr(VI).  Možnost  existence  
jednotlivých forem chromu ve vodách při různých hodnotách pH je znázorněna 
na obrázku č. 2 [8]. 
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Chromany jsou stabilní především v alkalickém prostředí. V kyselém prostředí mohou 
chromany převažovat jen při poměrně vysokých hodnotách oxidačně-redukčního 
potenciálu. Oxidace může probíhat působením kyslíku rozpuštěného ve vodě nebo 
pomocí MnO2. Redukce probíhá zpravidla za přítomnosti Fe(II), huminových látek, 
organických látek obsahujících thiolovou skupinu SH, nebo za přítomnosti anorganické 
sulfidické síry [8]. 
 
Obr. 1: Diagram převažující existence forem chromu (E – pH diagram) systému Cr(III) – 
Cr(VI) při koncentraci veškerého chromu 0,01  mmol.l-1 (0,52  mg.l-1),  t  =  25  °C,  I  =  0;   
převzato ze zdroje [8]. 
Oxidace Cr(III) na Cr(VI) kyslíkem rozpuštěným v přírodních vodách je velmi 
pomalá. Katalyzátorem tohoto procesu, který probíhá spíše v alkalickém prostředí, jsou 
oxidy manganu ve vyšších oxidačních stupních (MnO2) a lze ji rozdělit do tří dílčích 
procesů: adsorpce Cr(III) na MnO2, oxidace Cr(III) v povrchové vrstvě MnO2 a desorpce 
reakčních produktů Cr(VI) a Mn(II) zpět do kapalné fáze. Tato oxidace probíhá i za 
nepřítomnosti rozpuštěného kyslíku. Naopak redukce Cr(VI) na Cr(III) v přírodních 
vodách probíhá v bezkyslíkatém prostředí sloučeninami Fe(II), sulfidy, huminovými 
látkami (především fulvokyselinami) a organickými látkami obsahujícími thiolovou 
skupinu SH. Redukci podporuje kyselé prostředí [7, 8]. 
Oxidace rozpuštěným kyslíkem v rozmezí hodnot pH od 6,5 do 8,5, probíhá podle 
rovnice: 22 2 2 44 ( ) 3 2 4 12Cr OH O H O CrO H
+ - ++ + ® +  
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Avšak oxidace samotným kyslíkem probíhá velmi pomalu a v závislosti na teplotě 
může trvat až několik desítek dnů. Za přítomnosti MnO2(s) probíhá oxidace Cr(III) 
značnou rychlostí a může být ukončena v několika hodinách. Stechiometrie této oxidace 
je poměrně složitá, protože závisí na hodnotě pH a kromě toho se zde uplatňují i sorpční 
procesy [8].  
Srovnatelnou rychlostí probíhá i redukce Cr(VI) sulfidy. Cr(VI) je redukován 
i huminovými látkami, především fulvokyselinami. Redukce probíhá snáze v kyselejším 
prostředí. Některé bakterie jsou schopny redukovat Cr(VI) i v aerobním prostředí 
biochemickou cestou [7, 8]. 
Uvedené procesy se podílejí na vertikální stratifikaci chromu ve vodách nádrží a jezer. 
Jestliže je v období podzimní a jarní cirkulace objem nádrže dobře promíchán a voda 
obsahuje rozpuštěný kyslík, může být Cr(VI) dominující formou výskytu. Naopak 
v období letní stagnace může být redukční prostředí hypolimnia příčinou toho, že 
zejména ve vrstvě nad dnovým sedimentem může dominovat Cr(III). Jeho koncentrace 
bývají ovšem v kapalné fázi velmi nízké v důsledku srážení Cr(OH)3(s) a adsorpce 
na hydratovaných oxidech železa a manganu, včetně sedimentů. [8] 
V odpadních vodách z koželužen byla též prokázána celá řada organických komplexů 
s bílkovinami a organickými kyselinami včetně aminokyselin, které mohou ovlivňovat 
nejenom distribuci forem výskytu, ale i rychlost oxidace a redukce či sorpční jevy [7, 8]. 
Cr(III) se významně sorbuje na hydratovaných oxidech Fe, Al, Mn aj. zejména 
v alkalickém prostředí. Proto je značná část chromu v přírodních vodách obsažena 
v nerozpuštěných látkách a v sedimentech. Cr(VI) se sorbuje méně a převážně jen 
v kyselém prostředí, protože chrom je přítomen jako anion [8]. 
U většiny přírodních vod jsou koncentrace chromu obvykle menší, než 50 μg.l-1, což je 
současně i nejvyšší přípustná koncentrace chromu v pitné vodě. Za přirozené pozadí 
veškerého chromu a Cr(VI) v podzemních vodách se považují koncentrace od 1 μg.l-1 
do 3 μg.l-1. V pitných vodách České republiky nejsou tyto koncentrace většinou 
překračovány. V plněných minerálních vodách se nacházejí koncentrace chromu 
v rozmezí od 0,1 μg.l-1 až do 3,4 μg.l-1, avšak zcela převažují vody s koncentrací pod 
1 μg.l-1. V mořské vodě je koncentrace chromu velmi nízká, asi 0,02 μg.l-1 až 0,35 μg.l-1. 
Odpadní vody z kožedělného a textilního průmyslu mohou obsahovat chrom 
v jednotkách, nejvýše v desítkách mg.l-1. Ještě větší koncentrace se nacházejí 
v odpadních vodách z galvanického pokovování [8]. 
 
2.6.2. Kontaminace půd a možnosti transportu chromu v horninovém prostředí 
Chrom může unikat do půdy či podzemní vody například ze špatně zabezpečených 
skládek. Může se také uvolňovat do prostředí při nakládání s odpady s obsahem chromu 
(komunální odpad, odpadní kaly, odpady z pokovování a zpracování chromu). Chromem 
obohacují půdy také emise z energetiky, vznikající při spalování uhlí [3, 8, 13]. 
Obecně je setrvání rizikových prvků v půdách mnohem delší než v atmosféře 
a hydrosféře a ve srovnání s hydrosférou a atmosférou je detoxikace půdy technickými 
prostředky velmi omezená. Samotná kontaminace půdy, zvláště v povrchové vrstvě, roste 
úměrně s intenzifikací a chemizací průmyslové a zemědělské výroby. Znečištění půdy 
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těžkými kovy má převážně bodový charakter s výjimkou zvýšeného používání 
průmyslových hnojiv a atmosférických spadů [14]. 
Každá zemina (horninový materiál) vykazuje určitou sorpční kapacitu, která je 
v přirozeném, nekontaminovaném stavu nasycena zejména vápníkem a hořčíkem. Většina 
těžkých kovů vykazuje ovšem podstatně vyšší sorpční schopnost a dokáže tyto přirozeně 
nasorbované prvky vytěsnit. V této fázi tedy zemina kontaminující kovy zadržuje 
a zásadním způsobem snižuje jejich nebezpečnost vůči okolnímu prostředí. Při 
pokračující kontaminaci se ovšem v určitém okamžiku sorpční kapacita zeminy těmito 
kontaminujícími kovy nasytí a jejich další šíření (například do podzemní vody) není již 
zeminou omezováno [11, 15]. 
Takto nakoncentrované kontaminující kovy potom navíc představují velké nebezpečí, 
neboť pouhou změnou okolních podmínek (např. snížením pH při kyselém dešti) může 
docházet k jejich nárazovému vyplachování [11, 15]. 
Mobilita chromu v půdě tedy především závisí na pH, rozložitelnosti půdní organické 
hmoty, obsahu jílových částic a na redox-potenciálu půdy. Většina půdního chromu je 
v málo pohyblivé formě, jako Cr(III) ve strukturách oxidů železa a hliníku, které pro 
svou podobnost iontového poloměru v těchto oxidech zastupuje. V oxidačních 
podmínkách se oxiduje na Cr(VI), který je jak v půdách kyselých, tak alkalických, velmi 
mobilní [7, 13]. 
Při stálém redox-potenciálu půdy však alkalická reakce podporuje tvorbu Cr(VI), 
kyselá reakce vznik Cr(III). Cr3+ ionty vytváří v kyselém prostředí rozpustné komplexy, 
v alkalickém prostředí se srážejí jako hydroxidy a hydratované oxidy, které jsou jen 
omezeně rozpustné. Půdní reakce ovlivňuje i sorpci chromu – směrem od kyselé reakce 
k alkalické adsorpci chromu jílovými minerály se u Cr(III) zvyšuje, u Cr(VI) se adsorpce 
snižuje [13]. 
Stejně jako může nastat oxidace trojmocného chromu na šestimocný, probíhá zpětně 
i redukce Cr(VI) na Cr(III) především mikrobiální cestou v přítomnosti snadno 
rozložitelné organické půdní hmoty. Chrom není charakteristický vysokou bioakumulací, 
přesto jeho obsah v půdním profilu klesá směrem od humusového horizontu [13]. 
Uvolnitelnost chromu z půdy je velmi nízká a obsahy chromu zjištěné ve výluzích jsou 
velmi malé. Například ve výluhu s octanem amonným při pH = 7, je to 0,1 až 1 % 
celkového obsahu. Výluh kyseliny dusičné o koncentraci 1 mol.l-1 zachytil jen 34 % 
celkového obsahu chromu. Chrom je tedy v půdním roztoku poměrně velmi slabě 
rozpustný, proto je překvapivé, že rostliny jej přijímají z půdy celkem snadno [13]. 
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2.6.3. Kontaminace ovzduší a možnosti transportu chromu v atmosféře 
Chrom se ve velkém množství do atmosféry dostává vázaný na prachové částice, které 
jsou do ovzduší uvolňovány při spalování fosilních paliv (ve formě Cr(III)). Dalšími 
zdroji kontaminace chromu jsou cementárny, spalovny komunálních odpadů, výfukové 
plyny z automobilů s katalyzátorem, emise z klimatizačních chladících věží používajících 
sloučeniny chromu jako inhibitory koroze a polétavý azbest z opotřebovaných brzdových 
obložení automobilů (azbest obsahuje chrom). Průměrná doba setrvání těchto prachových 
částic v atmosféře je 10 dní, poté suchou nebo mokrou depozicí přechází do ostatních 
složek životního prostředí [9, 16]. 
 
2.7. Biologický význam chromu 
V trojmocné formě je biogenním prvkem, který se významným způsobem podílí na 
metabolismu cukrů a tuků. Cr(III) patří mezi esenciální stopové prvky. Mnohé studie 
prokázaly, že Cr(III) ve stopových koncentracích (50 – 200 μg za den) je nutný pro 
udržení normální funkce metabolismu glukózy. Zvyšuje účinnost inzulínu a pomáhá tak 
udržovat metabolizmus glukózy, cholesterolu a tuků. Nedostatek Cr(III) může vyvolat 
únavu, stres a snížení schopnosti těla odstraňovat glukózu z krve [11, 17]. 
 
3. TOXICITA CHROMU 
V toxicitě sloučenin chromu jsou značné rozdíly, které jsou zřetelně vázány na to, 
v jakém oxidačním stupni se v nich chrom nachází. Cr(VI) je mnohem toxičtější, než 
Cr(III). Změny oxidačního stavu tohoto prvku mají tedy velký vliv na jeho biologickou 
dostupnost a toxicitu [17].  
 
3.1. Ekotoxicita 
Šestimocný chrom je klasifikován jako jeden z nejvýznamnějších kontaminantů 
životního prostředí. Na rozdíl od chromitého kationu, je Cr(VI) v životním prostředí 
velmi mobilní, a to zejména v půdních vodách. V přítomnosti organických látek se však 
relativně rychle transformuje na Cr(III). Chromité ionty se poměrně silně váží na záporně 
nabité částice půdy, proto jen malá část proniká z půdy do podzemních vod. Ve vodě se 
většina Cr(III) váže na částice nečistot a spolu s nimi klesá ke dnu. Velká část 
nenasorbovaného Cr(III)  tvoří nerozpustné koloidní hydroxidy, proto je ve vodě obvykle 
přítomno jen malé množství iontů Cr3+ [10]. 
Pro většinu rostlin je šestimocný chrom značně toxický, při vysokém obsahu chromu 
v půdě klesá její úrodnost. Citlivost rostlin na chrom je však velmi rozdílná, např. ječmen 
a hrách jsou citlivější, než pšenice a kukuřice, u kterých, ještě při koncentraci 
100 mg.kg-1 Cr(III), bylo zaznamenáno příznivé ovlivnění růstu a výnosu, zatímco u ovsa 
vyvolala nepříznivé účinky na růst již koncentrace 1 mg.kg-1 Cr(III)  [13]. 
Je tedy zřejmé, že některé rostliny (včetně zemědělských plodin) mohou přijmout 
určitou koncentraci chromu z půdy, ale většinou ji zadržují ve svém kořenovém systému, 
a chrom tak nepřechází do dalších pletiv, tvořících nadzemní části. Podle některých 
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autorů rostliny vstřebávají chrom pouze ve formě komplexních sloučenin, nikoliv 
anorganické sloučeniny chromu, rozpuštěné v půdním prostředí [10, 13]. 
Cr(VI) je velmi toxický pro vodní organismy. Na rozdíl od Cr(III) se vyskytuje ve 
formě záporně nabitých komplexů, proto nedochází k sorpci na půdní částice a je 
mnohem mobilnější. Cr(VI) je však velmi silné oxidační činidlo a v přítomnosti jakékoliv 
organické hmoty je poměrně rychle redukován na Cr(III). Proto nebezpečí vysokých 
koncentrací Cr(VI) hrozí jen v blízkosti zdroje kontaminace. Pokud v prostředí nejsou 
přítomny organické látky, je Cr(VI) za aerobních podmínek stabilní po dlouhou dobu. 
V anaerobním prostředí je Cr(VI) velice rychle redukován. Obvykle nedochází ke 
kumulaci chromu v potravních řetězcích [10, 15]. 
 
3.2. Toxické účinky chromu na člověka  
Kovový chrom není považován za toxický, ale některé jeho sloučeniny působí 
na lidský organismus jako alergeny a senzibilizující látky. Soli dvojmocného chromu 
mají dráždivé účinky. Některé osoby mohou být alergické i na soli trojmocného chromu. 
Sloučeniny chromičité jsou velmi málo toxické [13, 17]. 
Chromité ionty jsou podstatně méně toxické, než chromany, které prostupují buněčnou 
membránou. V buňce dochází k redukci Cr(VI) na Cr(III), který se pravděpodobně váže 
na cukr – fosfátové vlákno DNA, čímž jsou indukovány změny v genetickém kódu 
buňky. Sloučeniny Cr(VI) tedy vykazují maximální mutagenní účinek v mikrobiálních 
testech [13, 17]. 
Cr(III) je zdraví prospěšný, ale jen do určitého množství. Při vyšších dávkách má 
škodlivé účinky. Je schopen vázat se na krevní bílkoviny a může tak tvořit koordinační 
komplexy s biologickými ligandy i s nukleovými kyselinami [13]. 
 
3.2.1. Mechanismus toxického a genotoxického účinku Cr(VI) 
Cr(VI) prostupuje buněčnou stěnou mnohem rychleji než Cr(III). V buňce následně 
dochází k jeho redukci na Cr(III). U této intracelulární redukce Cr(VI) dochází ke vzniku 
přechodných forem Cr(V) a Cr(IV), které mají vyšší afinitu k základním složkám buňky, 
než Cr(III). Cr(V) je následně stabilizován glutathionem [17, 19].  
Tento redukční proces je považován za detoxikační pochod, při kterém může dojít ke 
vzniku aktivované pentavalentní formy chromu, která může být navázána přímo uvnitř, 
nebo v blízkosti jádra buňky cílového orgánu. Jakmile však dojde k proniknutí a zadržení 
chromu v biologické tkáni, je zde přítomen výhradně ve formě Cr(III) [17]. 
Glutathion a cystein jsou považovány za nejdůležitější kofaktory intracelulární 
redukce Cr(VI), ale kyselina askorbová, mikrosomy v přítomnosti NAD/NADH, 
mikrosomální cytochrom P450, mitochondrie a proteiny (např. hemoglobin a glutathion 
reduktáza), se také mohou aktivně zapojit do redukčního procesu [17, 19]. 
Řada studií prokázala, že Cr(VI) způsobuje přerušení polynukleotidového řetězce, 
zatímco vzniklý Cr(III) je zodpovědný za fyzikálně-chemické změny ve 
struktuře nukleových kyselin, interakcí s fosfátovými skupinami a dusíkatými bázemi. 
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 Cr(VI) tedy způsobuje zlomy v řetězci DNA a v příčné vazbě mezi dvěma řetězci, 
nebo mezi DNA a proteiny. Nicméně tyto reakce nemohou probíhat v buněčném systému 
samovolně bez přítomnosti zmíněných redukčních činidel a vysoce reaktivního 
intermediátu Cr(V) nebo Cr(IV), který vzniká během buněčné redukce Cr(VI) a je 
zodpovědný za pozorovanou genotoxicitu. Ačkoliv v průběhu redukce Cr(VI) vznikají 
také hydroxylové, cysteinové a thionylové radikály, nebyl prokázán jejich přímý 
karcinogenní účinek ve spojení s účinkem chromu [17, 19].  
Volné radikály kyslíku, vznikající při reakci intermediátu chromu, aktivují 
transkripční faktor, známý jako NF-κB, který je rozhodujícím aktivátorem genů 
indukujících zánět, poruchy imunity a kožní vyrážky [17].  
Karcinogenní účinek je přisuzován takřka výhradně sloučeninám Cr(VI), pouze vzácně 
i sloučeninám Cr(III). Za zvláště nebezpečné sloučeniny chromu jsou v posledních letech 
považovány dichroman sodný, draselný, amonný, z chromanů jsou to zejména chroman 
vápenatý a strontnatý. Chrom je klasifikován jako lidský karcinogen, způsobující 
rakovinu plic. Významným protijedem je kyselina askorbová, která Cr(VI) redukcí 
převádí na netoxické sloučeniny Cr(III) [17, 19]. 
 
3.2.2. Akutní toxicita 
Při požití rozpustných sloučenin Cr(VI) se projeví v první fázi jejich leptavý účinek 
a těžké poleptání zažívacího traktu, který může vést k šoku a následně až ke smrti. 
Ve druhé fázi nastává poškození ledvin a jater [17, 19].  
Akutní otrava sloučeninami chromu se projevuje zpočátku zvracením, průjmy, může 
dojít i k vnitřnímu krvácení. Za letální dávku pro dospělého člověka je považováno 
množství rozpuštěného Cr(VI) od 50 do 70 mg na 1 kg tělesné hmotnosti  [17].    
 
3.2.3. Chronická toxicita 
Inhalace sloučenin šestimocného chromu způsobuje výrazné podráždění dýchacích 
cest. Při vdechování prachu nebo aerosolu roztoků chromu dochází k podráždění nosní 
sliznice. Poškození sliznice však nebolí, projevuje se zpočátku jen rýmou. Při opakované 
a dlouhodobé expozici, aniž by byla pociťována bolest, dochází k tvorbě vředů na nosní 
přepážce, až k proděravění (perforaci) její chrupavčité části. Perforace nosního septa je 
při  práci  s  chromany  velmi  obvyklá  a  dochází  k  ní  takřka  u  každého  exponovaného  
jedince [17, 19]. 
Vřídky se mohou vytvářet také na mandlích, Eustachově trubici a ve středním uchu 
(zde může dojít i k perforaci bubínku). Může také dojít k poškození hrtanu, hlasivek 
a průdušnice. Poškození plic je vzácné, jsou však popisovány změny plicní funkce po 
exposici chromu při pokovování. Epidemiologické studie provedené u dělníků, 
přicházejících dlouhodobě do styku s chromem a jeho sloučeninami, prokázaly zvýšené 
riziko výskytu rakoviny plic [17, 19]. 
Prach nebo mlha obsahující sloučeniny Cr(VI) rovněž silně dráždí oči, dochází 
k zánětům spojivek a může být poškozena i rohovka. Podle některých autorů dichromany 
dráždí oči mnohem více než chromany [17]. 
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Při  dermální  expozici  způsobují  rozpustné  sloučeniny  Cr(VI)  vředy,  které  vznikají  
obvykle na místech, kde je povrch kůže třeba jen nepatrně poškozen. Tyto vřídky nebolí, 
ale při opakovaném styku se sloučeninami chromu se zvětšují a prohlubují. Dále může 
docházet k tvorbě zánětů kůže, mohou se vytvořit i velké puchýře na rukou, na 
předloktích i obličeji. Kůži mohou primárně dráždit i slabé roztoky chromanů. Mohou 
však vznikat i alergická kožní onemocnění (dermatitidy). Ke vzniku přecitlivělosti může 
dojít dosti rychle, nebo až po letech kontaktu [17, 19]. 
 
 
Obrázek 2: Mechanismus toxicity a karcinogenity Cr(VI) v buňce, převzato z [19]. 
 
4. NĚKTERÉ ANALYTICKÉ METODY STANOVENÍ CHROMU 
Chrom může být detekován ve všech složkách životního prostředí. Nejčastěji je chrom 
sledován ve vodných roztocích (různé zdroje přírodních vodních zdrojů, pitná voda, 
průmyslová, odpadní voda). Dále pak existují mnohé analytické postupy pro stanovení 
chromu v pevných vzorcích (jako jsou například sedimenty, kaly, půdy, hutní materiál, 
potraviny) a v menší míře i v atmosféře, biologickém materiálu, olejích apod. [18].  
 
4.1. Metody separace a prekoncentrace vzorku 
Jelikož chrom je v prostředí přítomen zpravidla v nižších koncentracích, a to 
v nejrůznějších fyzikálně-chemických formách a různých matricích, je někdy nutné ho 
před vlastním stanovením oddělit od rušící matrice, eventuálně zakoncentrovat.  
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Koncentrace chromu se u většiny přírodních vzorků pohybují v μg.l-1. Atmosférické 
vzorky obsahují ještě daleko nižší koncentrace (jednotky až desítky ng.m-3). Ve vodách 
se množství chromu pohybuje řádově od ng.l-1 (např.  v  pitné  vodě)  do  mg.l-1 (vzorky 
přírodních vod a vodních nádrží), případně až g.l-1 (průmyslové odpadní vody, apod.) [8, 
18].  
Mezi nejpoužívanější separační postupy pro oddělení chromu od rušící matrice, 
případně pro oddělení jednotlivých specií chromu obsažených ve vzorku, se nejčastěji 
používá extrakce, iontová výměna a srážení. [18]. 
 
4.1.1. Extrakce 
Extrakce kapaliny kapalinou (LLE) je obvykle založena na komplexaci jedné formy 
chromu, která je selektivně extrahována rozpouštědlem. Druhá specie chromu, která 
zůstává jako zbytkový chrom v původním vzorku a může být stanovena pomocí stejného 
analytického postupu po předchozí oxidaci, nebo redukci [18].  
K oddělení Cr(III) lze použít tvorby chelátu s acetylacetonem po 30-ti minutovém 
zahřívání za přítomnosti aminů (nejčastěji butylaminu nebo benzylaminu). Provádí-li se 
extrakce za studena, chrom zůstává ve vodné fázi a dělí se tak od acetylacetonátů 
některých kovů (např. Al, Fe, Mo, V) [20].  
Další metoda, známá jako cloud-point extrakce (CPE) je založena na oddělení fáze, 
která se vytvoří v prostředí vodného roztoku neintového tenzidu zahřátého na příslušnou 
teplotu (tzv. cloud-point nebo-li bod zakalení). Při této teplotě dochází ke vzniku 
dvoufázového systému a k zachycení hydrofobních komplexů v povrchové vrstvě 
tenzidu. K oddělení těchto dvou fází se používá odstředění a dekantace. Tato metoda je 
poměrně levná a lze u ní dosáhnout vysokého koncentračního faktoru [18].  
Extrakce  tuhou  fází  (SPE) lze použít v mnoha modifikacích. Jednou z možností je 
sorpce obou forem chromu přítomných ve vzorku a následná eluce každé formy zvlášť 
s použitím selektivních podmínek a rozpouštědel. Dále je možné použít sorbent, který 
bude zachycovat pouze Cr(III) nebo Cr(VI) a jeho následnou eluci za použití vhodného 
rozpouštědla [18]. 
 
4.1.2. Srážení 
Kationy I. a II. třídy mohou být od chromu v oxidačním stupni III odděleny 
působením thioacetamidu v prostředí zředěné kyseliny chlorovodíkové nebo sírové, 
přičemž obsažený chrom zůstane v roztoku. Nejdříve musí být chrom obsažený ve vzorku 
redukován na trojmocnou formu. Po té se k roztoku vzorku v nadbytku ethanolu za varu 
přidá thioacetamid (vznikající formaldehyd se odstraní varem) [20]. 
Srážení chromu v podobě oxidu chromitého je také běžnou metodou oddělení chromu, 
železa a hliníku od niklu, kobaltu, manganu a zinku. Používá se pyridinový pufr o pH 5, 
který umožní dokonalé oddělení chromu od ostatních iontů v případě, že ve vzorku je 
obsažen i hliník a železo v množství srovnatelném s množstvím obsaženého chromu [20]. 
Jestliže ve vzorku není přítomné železo ani hliník, železo může být k roztoku přidáno 
jako „nosič“. Můžeme také přidat koncentrovanější roztok pyridinu o pH > 6 a roztok 
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povaříme. K oddělení železa, hliníku a niklu od chromu je třeba chrom přítomný ve 
vzorku oxidovat pomocí peroxidu vodíku v alkalickém prostředí, přičemž dojde 
k vysrážení těchto iontů [20]. 
 
4.1.3. Chromatografické techniky 
Iontová výměna: Oddělení chromu od ostatních iontů obsažených ve vzorku lze také 
dosáhnout  pomocí  iontoměničů,  a  to  jak  kationtových,  tak  aniontových.  Tato  metoda  se  
nejčastěji používá k separaci chromu od ostatních kovů v rudách a slitinách obsahujících 
chrom [20]. 
Adsorpční chromatografie: Touto metodou může být separován Cr(III) od jiných 
kovů (např. Al, Fe(III), Ti, Ni, Cu, Mo, Mn, Co, Zn, V, In, Ga, …) v koloně 
s aktivovanou aluminou po předchozím vysrážení chromu. 
Vysušená sraženina se rozpustí v chloroformu, naředí se ekvivalentním objemem 
benzenu a prochází kolonou obsahující aktivní aluminu. Chrom je eluován chloroformem 
a benzenem (v poměru 1:1) a ostatní kovy zůstávají zachyceny v koloně. Chrom ve směsi 
organických rozpouštědel pak může být stanoven spektrofotometricky [20]. 
  
4.2. Metody stanovení chromu 
Po předchozí prekoncentraci můžeme stanovit poměrně nízké až stopové koncentrace 
chromu v reálných vzorcích pomocí různých analytických metod. Tyto metody můžeme 
rozdělit na: 
· metody atomové spektrometrie (F-AAS, ET-AAS, ICP), 
· metody molekulové spektrometrie (UV,VIS – spektrofotometrie, fluorimetrie, 
chemiluminiscence),  
· elektrochemické metody (voltametrie, amperometrie), 
· separační a jiné metody (chromatografie). 
V praxi jsou nejčastěji používané techniky atomové a molekulové spektrometrie. 
Využití jednotlivých analytických postupů je znázorněno na obrázku 3 [18]. 
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Obrázek 3: Přehled analytických metod pro stanovení chromu a jejich využití v praxi 
[18]. 
 
4.3. UV,VIS – spektrofotometrie 
Molekulová absorpční spektrometrie je metoda založená na měření a interpretaci 
elektronových spekter molekul látek, které absorbují elektromagnetické záření v rozsahu 
vlnových délek 200 až 800 nm. Jedná se o jednu z nejstarších a zároveň 
nejspolehlivějších analytických metod stanovení prvků, vhodnou jak ke kvalitativní, tak 
ke kvantitativní analýze [21]. 
Spektrofotometrické metody lze použít pro selektivní stanovení jednotlivých specií 
chromu, reakcí s organickým činidlem, za vzniku komplexu, který je schopen absorpce 
elektromagnetického záření v UV nebo viditelné oblasti spektra [22]. 
K měření absorpce elektromagnetického záření v UV-VIS oblasti spektra slouží 
spektrofotometry. Mohou být konstruovány jako jednopaprskové, nebo dvoupaprskové.  
U dvoupaprskových spektrofotometrů, je paprsek vycházející z monochromátoru 
rozdělen na dva paprsky, z nichž jeden prochází kyvetou se vzorkem a druhý kyvetou 
naplněnou referenčním vzorkem (blank), případně paprsek střídavě prochází oběma 
kyvetami. Klasické uspořádání dvoupaprskového spektrofotometrického analyzátoru je 
znázorněno na obrázku 4. Tento typ spektrofotometru byl použit i při vypracování 
experimentální části této diplomové práce [21, 22]. 
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Obr. 4: Schéma dvoupaprskového spektrofotometru; 1 – wolframová žárovka, 2 – 
deuteriová výbojka, 3 – monochromátor, 4 – modulátor, 5 – paprsek procházející 
měřeným vzorkem, 6 – referenční paprsek, 7 – detektor; převzato z [22]. 
 
4.3.1. Faktory ovlivňující spektrofotometrické stanovení 
4.3.1.1. Vliv rozpouštědla  
Nejčastěji používaným rozpouštědlem při spektrofotometrických stanoveních je voda. 
V některých případech je však nutné (zejména z důvodu zvýšení rozpustnosti 
organického činidla) použít směsná rozpouštědla, tvořená obvykle vodou a organickým 
rozpouštědlem, s vodou mísitelným. Velmi často se používá extrakce z vodné fáze do 
organického rozpouštědla, které je s vodou nemísitelné (tzv. extrakční 
spektrofotometrie). Jsou také popsána stanovení ve zcela nevodném prostředí. Změna 
rozpouštědla je spojena se změnou solvatace reagujících iontů. Volba rozpouštědla může 
také ovlivnit rychlost chemické reakce [21, 23]. 
 
4.3.1.2. Vliv acidity  
Acidita prostředí může mít rozhodující vliv na průběh spektrofotometrické reakce. 
V případě acidobazických reakcí je určitá hodnota pH předpokladem vzniku 
požadovaného produktu stanovované látky. U komplexotvorných reakcí iontů kovů 
s vhodnými ligandy ovlivňuje hodnota pH především tvorbu hydroxokomplexů kovů, 
které mohou konkurovat tvorbě požadovaných komplexů. Kromě toho, jsou 
komplexotvorná činidla více, i méně silné kyseliny (nebo báze), u nichž pouze některé 
disociované formy při optimálním pH poskytují příslušný komplex se stanovovaným 
iontem kovu. Velmi důležitá je otázka acidity v případech, kdy je v analyzovaném 
roztoku současně přítomno více iontů tvořících komplexy s použitým činidlem. Jsou-li 
konstanty stability přítomných komplexů kovů dostatečně rozdílné, lze určit optimální 
podmínky acidity pro stanovení jednotlivých iontů ve směsi [21, 23]. 
 24 
Optimální pH lze pro spektrofotometrické reakce realizovat (zajistit) buď přídavkem 
požadovaného množství kyseliny (zásady), nebo pomocí pufrů. Ve všech těchto 
případech je nutno ověřit, zda tyto látky neposkytují konkurenční reakci s analytem, nebo 
neabsorbují ve stejném rozmezí vlnových délek, jako reakční produkt [21]. 
 
4.3.1.3. Vliv teploty  
Vliv teploty vyplývá především ze základních termodynamických vztahů. Mezi 
změnou standardní Gibbsovy energie ΔG0 a rovnovážnou konstantou reakce K, plat í 
následující vztah [21].  
0 lnG RT kD = -                                                                                                        (1) 
Změna rovnovážné konstanty s teplotou je dána vztahem:  
0
2
lnd K H
dT RT
D= ,                                                                                                       (2)
  
kde ΔH0 je standardní reakční teplo.  
Teplota výrazně ovlivňuje také kinetiku chemické reakce. Závislost rychlostní 
konstanty k na teplotě T je dána vztahem:  
exp
E
RTk A
-æ ö
ç ÷è ø= ,                                                                                                       (3) 
kde E je aktivační energie (nezávisí na teplotě) a A je frekvenční faktor (zahrnující 
celkový počet srážek a sterické faktory). Pro většinu chemických reakcí platí, že rychlost 
reakce se při nárůstu teploty o 10 °C zvýší 2 až 3krát [21, 23]. 
 
4.3.1.4. Vliv koncentrace spektrofotometrického činidla  
Dostatečná koncentrace činidla posouvá rovnovážnou reakci ve směru tvorby 
měřeného produktu (komplexu). Současně ovlivňuje také kinetiku reakce, protože 
rychlost chemické reakce je přímo úměrná koncentraci výchozích látek [21]. 
 
4.3.1.5. Vliv iontové síly  
Vliv iontové síly roztoku je největší tam, kde přítomnost elektrolytů v polárních 
rozpouštědlech ovlivňuje chemické rovnováhy činidla (disociace slabých organických 
kyselin nebo bází), nebo reakčního produktu (tvorba a stabilita komplexů). Má také vliv 
na rychlost chemické reakce. Velmi výrazný vliv má iontová síla v přítomnosti tenzidů 
(surfaktantů). Z uvedených důvodů se doporučuje udržovat konstantní iontovou sílu 
optimální hodnoty přídavkem vhodného elektrolytu [21]. 
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4.3.1.6. Vliv interferujících látek  
Při stanovení cílového analytu v reálných vzorcích hraje důležitou roli při stanovení 
vliv matrice (interferujících látek). Jen ve výjimečných případech lze nalézt činidlo zcela 
specifické pro stanovovanou látku, nebo volit takové podmínky, při kterých není 
stanovení interferujícími látkami negativně ovlivněno. V ostatních případech je nutno 
před spektrofotometrické stanovení buď zařadit vhodný typ separace (srážení, extrakci), 
nebo použít vhodné maskovací činidlo. K maskování se nejčastěji používají 
komplexotvorné reakce s využitím činidla, jehož přítomnost neruší stanovení (ani 
produkt maskující reakce). Vliv neidentifikovatelných interferujících složek lze také 
minimalizovat použitím metody standardního přídavku, namísto kalibrační závislosti, pro 
vyhodnocení koncentrace analytu [23]. 
 
4.3.1.7. Vliv tenzidů  
Použití povrchově aktivních látek se ukázalo jako velmi výhodný způsob pro ovlivnění 
spektrofotometrických reakcí. Jedním z důvodů jejich využití ve spektrofotometrii je 
schopnost jejich micelárních roztoků rozpouštět některé málo rozpustné komplexy 
a umožnit tak jejich stanovení ve vodném prostředí bez nutnosti extrakce do organického 
rozpouštědla [21, 23].  
Další možností je využití iontových asociálů, tvořených ionty tenzidu (při jejich nízké 
koncentraci, kdy jsou v roztoku přítomny ve své monomerní disociované formě) s ionty 
analytu nesoucími opačný náboj. Absorbanci těchto asociátů lze proměřovat ve vodném 
prostředí nebo častěji po extrakci do organického rozpouštědla [21, 23]. 
Nejčastěji je využíváno schopnosti tenzidů ovlivňovat acidobazické vlastnosti 
organických činidel a absorpční spektra jejich chelátů. Změna polohy a výšky 
absorpčních pásů měřené látky v přítomnosti tenzidů, je vysvětlována buď vznikem 
iontového asociátu a jeho následným rozpuštěním v micelách tenzidu, nebo změnou 
polarity prostředí při vázání chelátů kovů do micel tenzidu. Bathochromní nebo 
hypsochromní posuny absorpčních maxim pásů chalátů vzhledem k pásu použitého 
reagentu vedou v řadě případů k eliminaci nutnosti měření proti slepému vzorku (blanku) 
činidla. Hyperchromní posuny zvyšují citlivost stanovení [21, 23]. 
 
4.3.2. Spektrofotometrické metody stanovení Cr(III) 
 4.3.2.1. Stanovení Cr(III) s chromazurolem S (CAS) 
Chromazurol S poskytuje velmi citlivou reakci s trojmocným chromem. Tato reakce 
probíhá za laboratorní teploty velmi pomalu (2 až 4 dny), díky přítomnosti inertního 
kationtu [Cr(H2O)6]3+, zatímco ve vroucí vodní lázni se tvoří červenofialové zbarvení již 
během 30-ti minut. Samotné činidlo je zbarveno tmavě červeně. Stanovení se provádí 
v prostředí acetátového pufru při pH ≈ 3,5 a absorbanci měříme při 570 nm. Touto 
metodou je možno stanovit množství 0,04 – 1,0 mg.l-1 Cr(III) [24, 25, 26]. 
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4.3.2.2. Stanovení s eriochromcyaninem R (ECR) 
Cr(III) reaguje s eriochromcyanin R za vzniku oranžovočerveného komplexu. Opět je 
nutno výchozí směs nejprve zahřát ve vroucí vodní lázni po dobu minimálně 30-ti minut. 
Činidlo samotné je zbarveno červeně. Reakce probíhá při teplotě 95 °C v mírně kyselém 
prostředí za použití acetátového pufru (pH ≈ 5,0). Absorbanci vzniklého komplexu 
měříme  při  545  nm.  Touto  metodu  lze  stanovit  množství  chromu  v  rozmezí  od  0,05  do  
0,8 mg.l-1 [27]. 
 
4.3.2.3. Stanovení s 4-(2-thiazolylazo)rezorcinolem (TAR) 
4-(2-thiazolylazo)rezorcinol je narozdíl od předchozích dvou činidel omezeně 
rozpustný ve vodě, je tedy nutné pro přípravu zásobního roztoku činidla použít vhodné 
organické rozpouštědlo, které je mísitelné s vodou (nejčastěji se používá t-butanol, 
ethanol, nebo methanol).  
Po zahřátí výchozí směsi na teplotu 80 – 90 °C ve vroucí vodní lázni po dobu 40 až 
45 minut v prostředí acetátového pufru o pH ≈ 5,0; dochází ke vzniku červeně 
zbarveného komplexu, jehož absorbanci měříme při 525 nm. Vzniklý komplex je stabilní 
po dobu až 72 hodin. Tato metoda je použitelná v rozsahu koncentrací chromu od 0,06 do 
1,1 mg.l-1 [28, 29]. 
Jako další organická činidla pro spektrofotometrické stanovení trojmocného chromu 
mohou být použita např. xylenolová oranž, 4-(2-pyridylazo)-rezorcinol (PAR), 
pyrokatecholová violeť, methylthymolová modř, bromopyrogallová červeň, EDTA apod. 
Tato stanovení však s sebou přináší určité technické problémy (např. dlouhá doba 
zahřívání při použití PARu), nebo nejsou tolik citlivá a selektivní (reagují s řadou dalších 
prvků) [27, 28].  
 
4.4. Stanovení chromu metodou atomové absorpční spektrometrie (AAS) 
Atomová absorpční spektrometrie je vhodná ke stanovení celkového obsahu chromu 
ve vzorku, bez ohledu na to, v jaké formě se zde chrom nachází. Lze samozřejmě stanovit 
pouze jednu specii chromu, ovšem po předchozí úpravě vzorku například pomocí SPE. 
Detekční limity se u této techniky pohybují řádově v ng.l-1 až  μg.l-1, v závislosti na 
prekoncentraci vzorku [18].   
 
4.4.1. Faktory ovlivňující spektrometrická stanovení 
4.4.1.1. Spektrální interference 
Na absorpci monochromatického záření se podílí mimo volných atomů analyzovaného 
prvku také pozadí (tzv. nespecifická absorpce). Rušivá absorpce může být způsobena 
překryvem čar, rozptylem záření a molekulární absorpcí. Absorpce pozadí způsobuje 
kladnou chybu stanovení, která bývá významná zejména u vzorků s komplikovanou 
matricí, dále u vzorků s vysokým obsahem solí a při měření nízkých koncentrací analytu. 
Pro získání správných výsledků se musí od celkové absorbance odečíst absorbance 
pozadí. K tomu slouží korekce pozadí [30]. 
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4.4.1.2. Vliv a použití modifikátorů 
Prakticky u všech elementů stanovovaných metodou ET-AAS se můžeme setkat s tím, 
že mohou vstupovat do analytického procesu nebo v jeho průběhu tvořit větší počet 
sloučenin (nebo forem), které se zásadně liší svými fyzikálními, nebo chemickými 
vlastnostmi, což je základní příčinou vzniku interferencí matrice. Cílem modifikování 
matrice pomocí modifikátorů je zajištění shodné formy analytu, případně matrice vzorku 
pro reálné vzorky a kalibrační standardy [31]. 
Jako  modifikátory  označujeme  látky,  které  jsou  schopny  ovlivnit  průběh  fáze  sušení,  
termické úpravy nebo vlastní atomizační proces.  
Rozeznáváme několik mechanismů působení modifikátoru: 
1. Ovlivnění fyzikálních vlastností vzorku vedoucích k zajištění reprodukovatelné fáze 
sušení, případně dávkování vzorku. V těchto případech se nejčastěji používají povrchově 
aktivní látky (např. TRITON X-100), kyseliny (HNO3), nebo látky zvyšující viskozitu 
(glycerol) [31]. 
2. Stabilizace analytu v atomizátoru do vyšších teplot (tvorba termicky stabilnější 
sloučeniny). Tím je možné použít vyšší teplotu termické úpravy a odstranit tak těkavější 
složky matrice. Tento typ modifikátoru je často nazývám stabilizátorem [31]. 
3. Reakce modifikátoru s analytem za vzniku těkavější sloučeniny. Výsledkem je buď 
zvýšení citlivosti stanovení, nebo přednostní reakce s analytem zabrání vzniku termicky 
stabilní sloučeniny [31]. 
4. Reakce modifikátoru s interferentem za vzniku těkavější sloučeniny. Důsledkem je 
odstranění interferující látky během termické úpravy [31].  
5. Přednostní reakce modifikátoru s interferentem za vzniku termicky stabilní 
sloučeniny. Výsledkem může být reakce v kondenzované fázi a přednostní atomizace 
sledovaného analytu [31].  
6. Modifikátory působící řadou specifických mechanismů, např. ovlivnění 
atomizačního mechanismu. Sem patří např. kyselina askorbová, která zvyšuje redukční 
podmínky v atomizačním prostředí [31]. 
Modifikátor se obvykle používá ve vysokých koncentracích, nesmí tedy obsahovat 
prvek, který bude na přístroji následně stanovován ve stopových koncentracích. Pro 
analytické stanovení chromu metodou ET-AAS se nejčastěji používá jako modifikátor 
Mg(NO3)2 [31].  
 
 4.4.2. Plamenová atomová absorpční spektrometrie (FAAS) 
Metoda FAAS spočívá v absorpci monochromatického záření, vysílaného ze zdroje, 
kterým je v případě stanovení chromu výbojka s dutou katodou vyzařující spektrální čáry 
určovaného prvku a detekci rozdílu mezi původní a po absorpci sníženou intenzitu 
záření. Atomizačním prostředím je zde plamen. Vzorek je ve formě roztoku nasáván do 
proudu okysličovadla, které se mísí s plynným palivem. Nejčastěji se používá kombinace 
plynů acetylen-vzduch, acetylen-oxid dusný, propan-vzduch, vodík-kyslík. Teplota 
plamene se volí kombinací okysličovadla a paliva, pohybuje se v rozmezí 2 000 až 
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3 000 °C. Schéma plamenového atomového spektrometru je znázorněno na obrázku č. 5 
[30, 31, 32].  
Tato metoda je použitelná k rozboru vody včetně odpadních vod a výluhů půd pro 
koncentrace chromu v rozmezí od 0,5 mg.l-1 do 20 mg.l-1. Nižší koncentrace než 
0,5 mg.l-1 lze stanovit po opatrném odpaření okyseleného vzorku na malý objem. Musí se 
dbát na to, aby nedošlo k tvorbě sraženiny. Absorpce vzorku je měřena po okyselení v 
plameni oxid dusný-acetylen. Měří se při vlnové délce 357,9 nm. Pokud je třeba, snižuje 
se vliv matrice přídavkem modifikátoru [30, 31, 33]. 
 
 
Obr. 5: Schéma jednopaprskového (a) a dvoupaprskového (b) atomového absorpčního 
spektrometru [30].  
 
4.4.3. Atomová absorpční spektrometrie s elektrotermickou atomizací (ET-AAS) 
Atomizační prostředí, je zde tvořeno elektrotermickým atomizátorem (obr. 6). Jeho 
hlavní součástí je nejčastěji grafitová trubice, která je elektricky vyhřívána na 
požadovanou teplotu a do které je dávkován vzorek, pomocí automatického dávkovače 
[30, 32, 34]. 
Měření obsahu chromu se provádí při vlnové délce 357,9 nm za použití korekce pozadí 
pomocí deuteriového korektoru, nebo častěji pomocí Zeemanovy korekce pozadí. 
Atomizace se provádí ze stěny grafitové kyvety s povlakem pyrolytického grafitu nebo 
z platformy [31, 33, 34].  
Tato metoda se používá pro koncentrace chromu v rozmezí od 5 μg.l-1 do 100 μg.l-1 při 
dávkovaném objemu vzorku 20 μl. S menším objemem vzorku ji lze použít i ke stanovení 
vyšších koncentrací. Chrom lze tímto způsobem stanovit přímo v okyselených vzorcích. 
Pokud je třeba, pracuje se metodou přídavku standardu [30, 32, 34]. 
 29 
 
Obr. 6: Schéma ET-atomizátoru typu HGA (Perkin Elmer) [30]. 
 
4.4.4. Plasmová emisní spektrometrie 
Tato metoda je založena na měření intenzity emitovaného záření, jež odpovídá 
přechodům tepelně excitovaných valenčních elektronů z vyšších energetických hladin na 
nižší na vybraných emisních čarách určitých vlnových délek po excitaci vzorku pomocí 
indukčně vázané plazmy. Plazma představuje značně nebo zcela ionizovaný plyn složený 
z atomů, iontů a volných elektronů [35]. 
Plazmový výboj je velmi účinným budícím zdrojem dosahujícím teplot  
5 000 až 10 000 K. Dochází tedy snadno k vypařování aerosolu vzorku, disociaci, 
atomizaci a excitaci atomů a iontů prvků. Při následném přechodu valenčních elektronů 
na základní energetickou hladinu atomy prvků v plazmatu emitují záření v ultrafialové 
a viditelné oblasti, které prochází monochromátorem a dopadá na detektor, kterým je 
například diodové pole v plošném uspořádání (ICP-OES) [35]. 
Optický emisní spektrometr může být také spojen s hmotnostním spektrometrem, jako 
detektorem (ICP-MS). Přenos iontů do hmotnostního analyzátoru je zde uskutečňován 
prostřednictvím spojovacího článku, nebo-li interface, jelikož ICP pracuje za 
atmosférického tlaku a hmotnostní analyzátor za velmi nízkého tlaku [35, 36].  
Interface je tvořen dvěma konusy, mezi nimiž se tlak nejčastěji snižuje pomocí rotační 
vývěvy. Ionty jsou při průchodu skrz něj urychlovány tlakovým spádem. Nejčastěji se 
používají spektrometry s kvadrupolovým analyzátorem. K detekci se používají 
elektronové násobiče [35, 36]. 
Metoda ICP-OES je vhodná k rozborům vod, kalů, odpadů, metalurgických materiálů, 
skel, materiálů v průmyslu silikátů a keramiky, a lze ji také využít ke zjišťování příměsí 
ve vzorcích s organickou matricí [35, 36]. 
Technika ICP-MS je využívána ke  stanovení stopového množství chromu ve 
složkách životního prostředí, případně i ke stanovení izotopového složení [35]. 
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5. EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
5.1. Přístroje a zařízení 
Absorpční spektrofotometr UNICAM UV 500, od firmy Thermo Spectronic. Jedná se 
o dvoupaprskový, skenovací spektrofotometr klasické konstrukce s fotonásobičem, jako 
detektorem. Měření bylo prováděno ve skleněných kyvetách s optickou dráhou 1 cm, od 
téhož výrobce. 
Atomový absorpční spektrometr AAS ZEEnit 60 od firmy AnalytikJena AG 
s elektrotermickou atomizací, Zeemanovou korekcí pozadí a autosamplerem, klasické 
konstrukce. Vzorek byl nanášen pomocí autosampleru do grafitové kyvety obsahující 
platformu. Jako zdroj záření byla použita chromová lampa SpectrAA Lamp (výbojka 
s dutou katodou) od firmy Varian. 
Analytické digitální váhy SCALTEC SPB 32 (Scaltec Instruments GmbH), 
magnetická míchačka s ohřevem Fischer Scientific (Fisher Scientific, spol. s r.o.).  
pH metr InoLab pH level 3 od firmy WTW, se zapojenou kombinovanou elektrodou 
typu SenTix, rovněž od WTW.  
Vodní lázeň trojmístná MLW W3, Werk Medingen Sitz Freital, SRN. 
 
5.2. Roztoky a chemikálie 
Všechny použité chemikálie byly čistoty p. a. (pro analysu).  
 
5.2.1. Analytická činidla (barviva) 
Chromazurol S – Merk, Darmstadt, SRN 
Zásobní roztok chromazurolu S o koncentraci 1.10-3 mol.l-1 byl připraven rozpuštěním 
navážky v destilované vodě. 
Cl
O
CH3
COONa
OH
COONa
H3C
Cl
SO3Na  
Chromazurol S – trisodná sůl 
C23H13Cl2Na3O9S 
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Eriochromcyanin R – Lachema, Brno, ČR 
Zásobní roztok eriochromcyaninu R o koncentraci 5.10 -3 mol.l-1 byl připraven 
rozpuštěním navážky v destilované vodě a byl stabilizován přídavkem 10 ml kyseliny 
chlorovodíkové o koncentraci 0,1 mol.l-1. 
SO3Na
O
COONa
CH3
OH
CH3
NaOOC
 
Eriochromcyanin R – trisodná sůl 
(C23H15Na3O9S) 
 
 4-(2-thiazolylazo)rezorcinol – Lachema, Brno, ČR  
 Zásobní roztok 4-(2-thiazolylazo)rezorcinolu o koncentraci 3.10-3 mol.l-1 byl 
připraven rozpuštěním navážky v čistém dimethylformamidu (DMFA). 
 
N
N
OH OH
N
S  
4-(2-thiazolylazo)rezorcinol 
C9H7N3O2S 
 
5.2.2. Standardy 
Standardní roztok Cr(III) (Cr(NO3)3 · 9H2O) v 2% HNO3, od firmy Analytika spol.  
s.r.o., Praha, ČR, o koncentraci 1 ± 0,002 g.l-1. 
Standardní roztok Cr(VI) (K2Cr2O7)  v  čisté  H2O, od firmy Analytika spol. s.r.o., 
Praha, ČR o koncentraci 1 ± 0,002 g.l-1.  
Chlorid chromitý, hexahydrát (CrCl3 · 6H2O), od firmy Lachema, Brno, ČR, který byl 
použit pro přípravu zásobního roztoku o koncentraci 1 g.l-1 rozpuštěním navážky 
v destilované vodě. 
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5.2.3. Chemikálie použité pro přípravu roztoků iontů 
 Roztoky iontů, používaných při zjišťování rušivých vlivů o koncentraci 10 g.l-1, byly 
rovněž připraveny z chemikálií analytické čistoty: 
Bromid sodný (NaBr) – Merk, Darmstadt, SRN 
Chlorid amonný (NH4Cl) – Lachema, Brno, ČR 
Chlorid draselný (KCl) – Lachema, Brno, ČR 
Chlorid hlinitý, hexahydrát (AlCl3 · 6H2O) – Lachema, Brno, ČR 
Chlorid hořečnatý, hexahydrát (MgCl2 · 6H2O) – Merk, Darmstadt, SRN 
Chlorid manganatý, tetrahydrát (MnCl2 · 4H2O) – Lachema, Brno, ČR 
Chlorid sodný (NaCl) – Penta, Chrudim, ČR 
Chlorid vápenatý, dihydrát (CaCl2 · 2 H2O) – Merck, Darmstadt, SRN 
Chlorid železitý (FeCl3) – Sigma-Aldrich, Steinheim SRN 
Dihydrogenfosforečnan sodný (NaH2PO4) – Lachema, Brno, ČR 
Dihydrogenfosforečnan amonný (NH4H2PO4) – Lachema, Brno, ČR 
Dusičnan hořečnatý, hexahydrát (MgNO3 · 6H2O) – Lachema, Brno, ČR 
Dusičnan sodný (NaNO3) – Lachema, Brno, ČR 
Fluorid sodný (NaF) – Lachema, Brno, ČR 
Hydrogenuhličitan sodný (NaHCO3) – Lachema, Brno, ČR 
Síran železnato-amonný, hexahydrát (FeSO4(NH4)2SO4 · 6H2O) – Lachema, Brno, ČR 
Síran sodný, dekahydrát (Na2SO4 · 10H2O) – Lachema, Brno, ČR. 
 
5.2.4. Další použitá rozpouštědla a chemikálie: 
Kyselina chlorovodíková 35% (HCl) – Penta, Chrudim, ČR 
Kyselina dusičná 65% (HNO3) – Penta, Chrudim, ČR 
Kyselina octová 99% (CH3COOH) – Onex, Rožnov pod Radhoštěm, ČR 
Kyselina askorbová (C6H8O6) – Sigma-Aldrich, Steinheim SRN 
Kyselina ethylendiamintetraoctová, trisodná sůl, dyhydrát (C10H14N2Na2O8 · 2H2O) – 
Lachner, Neratovice, ČR 
Hydroxid sodný (NaOH) – Penta, Chrudim, ČR 
Dimethylformamid (C6H7NO) – Penta, Chrudim, ČR 
t-buthanol (C4H10O) – Penta, Chrudim, ČR 
Disiřičitan sodný a hydrogensiřičitan sodný (Na2S2O5/NaHSO3) – Sigma-Aldrich, 
Steinheim SRN 
Hydrazin dihydrochlorid (N2H4 · 2HCl) – Sigma Aldrich, Steinheim, SRN 
Octan sodný, trihydrát  (CH3COONa · 3H2O) – Penta, Chrudim, ČR 
Benzyldimethyltetradecylammonium chlorid (Zephyramin – C23H42ClN) – Sigma-
Aldrich, Steinheim SRN 
Stlačený argon 5.0 (Ar) – Siad Czech s. r. o., Braňany, ČR.   
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5.3. Charakteristika vzorků 
Všechny vzorky, kromě minerálních vod, byly odebrány do tmavých plastových lahví 
o objemu 1,5 l. Vzorky byly po odběru skladovány v chladničce při teplotě cca 8 °C 
a před vlastním stanovením byly přefiltrovány přes membránový filtr o velikosti pórů 
0,45 μm.   
 
5.3.1. Pitná voda 
Odběr vzorku pitné podzemní vody přečerpané ze studny byl proveden dne 6. 3. 2011 
v obci Mořice u Prostějova č. p. 83, na soukromém pozemku. Voda byla odebrána do 
tmavé plastové lahve po řádném předchozím odpuštění vody a před samotným 
stanovením byla zfiltrována přes filtr o velikosti pórů 0,45 μm. 
 
5.3.2. Povrchová voda 
Odběr povrchové vody byl proveden ze dvou míst:  
1. Z řeky Moravy v lokalitě Olomouc – Černovír, dne 4. 3. 2011, v 15:30 hod. 
Podmínky odběru: jasno, bezvětří, teplota vody 5 °C, teplota vzduchu 8 °C, odběr byl 
proveden z levého břehu (směrem po proudu) cca 15 cm pod hladinou.  
2. Z řeky Bečvy v lokalitě Přerov, dne 6. 3. 2011, ve 14:00 hod.. Podmínky odběru: 
polojasno, mírný vítr, teplota vody 4 °C, teplota vzduchu 6 °C. Odběr byl proveden 
z pravého břehu (směrem po proudu) cca 15 – 20 cm pod vodní hladinou.  
Vzorky povrchové říční vody byly odebrány opět do tmavých plastových lahví 
o objemu 1,5 l a před vlastním stanovením byly přefiltrovány přes filtr o velikosti pórů 
0,45 μm. 
 
5.3.3. Minerální voda 
Vzorky minerálních vod (Korunní neperlivá a Magnesia neperlivá) byly zakoupeny 
v běžném obchodě a před vlastním stanovením byly opět zfiltrovány.  
 
5.4. Metodika vyhodnocení analytických výsledků 
Pro vyhodnocení experimentálních výsledků bylo použito lineární kalibrační 
závislosti. Statistické zpracování experimentálních dat bylo provedeno v souladu 
s českou státní normou ČSN ISO 8466-1, která popisuje veškeré kroky nutné pro 
hodnocení statistických charakteristik lineární kalibrační funkce. 
 
5.4.1. Test homogenity rozptylů 
Pro ověření homogenity rozptylů bylo desetkrát opakováno měření pro nejnižší 
a nejvyšší koncentraci pracovního rozsahu (x1 a  x10). Pro tyto koncentrace bylo tedy 
získáno deset naměřených hodnot yi,j a oba soubory dat (pro koncentrace x1 a  x10) byly 
použity k výpočtu hodnot rozptylů 21s a 
2
2s : 
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,                                                                                             (4) 
kde n je počet opakování měření a iy  průměr naměřených hodnot, který je vyjádřen 
vztahem (5): 
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å
, pro i = 1, nebo 10.                                                                                 (5) 
Ke zjištění významnosti odchylky rozptylu v mezních hodnotách pracovního rozsahu 
se používá F-test. Testovaná hodnota PG1, se porovnává s tabelovanými hodnotami, F-
rozdělení: 
2
10
1 2
1
sPG
s
=  pro 210s  > 21s                                                                                             (6) 
2
1
1 2
10
sPG
s
=  pro 21s  > 210s                                                                                             (7) 
Je-li 1 1, 2;0,99f fPG F£ , není rozdíl mezi rozptyly 21s a 22s  významný. 
Je-li 1PG  > 1, 2;0,99f fF ,  je rozdíl mezi rozptyly 
2
1s a 
2
2s  významný [37]. 
 
5.4.2. Test linearity 
Linearita kalibrační závislosti byla testována porovnáním reziduálních směrodatných 
odchylek lineární i nelineární kalibrační funkce ČSN ISO 8466-2, pomocí rozdílu hodnot 
rozptylů DS2. 
2
2 2
2y
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s
= 2 2 22( 2) ( 3)yi yDS N s N s= - × - - × ,                                                            (8) 
kde N je počet bodů kalibrační křivky. 
 
Reziduální směrodatná odchylka lineární kalibrační funkce: 
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Residuální směrodatná odchylka nelineární kalibrační funkce: 
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                                                                                (10) 
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Testovaná hodnota PG2, která byla opět porovnána s tabelovanými hodnotami  
F-testu se vypočte podle vztahu (11):  
2
2 2
2y
DSPG
s
=                                                                                                               (11) 
Je-li PG2 ≤ F2, nevede nelineární kalibrační funkce k významně lepší těsnosti, 
kalibrační funkce tedy lze považovat za lineární. 
Je-li PG2 > F2, vede nelineární kalibrační funkce k významně lepší těsnosti a je třeba 
zúžit pracovní rozsah nebo naměřené hodnoty hodnotit právě nelineární kalibrační funkcí 
[37]. 
 
5.4.3. Hodnocení kalibrace 
Analyzované kalibrační roztoky byly posuzovány prostřednictvím lineární regresní 
analýzy a hodnoty koeficientů a a b, byly získány z kalibrační křivky, která popisuje 
lineární závislost absorbance (měřená veličina) y na koncentraci x. Lineární kalibrační 
závislost je vyjádřena rovnicí: y = a + bx 
Tato rovnice vyjadřuje předpoklad reálné funkce, která je omezena vždy určitým 
rozptylem hodnot. Tato skutečnost je numericky vyjádřena reziduální směrodatnou 
odchylkou 
1y
s , která reprezentuje poměr rozptylu hodnot kolem kalibrační křivky [37]. 
Ze zákona o rozdělení chyb vyplývá, že pro každou hodnotu x existuje konfidenční 
interval (interval spolehlivosti) pokrývající skutečnou hodnotu y. Krajní body tohoto 
intervalu leží na dvou hyperbolických obloucích (meze intervalu spolehlivosti) mezi 
nimiž lze očekávat skutečnou kalibrační funkci pro úroveň významnosti α, která se určí 
pomocí kvantilu t-rozdělení podle Studenta [37]. 
Horní mez intervalu spolehlivosti: 
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kde t je kvantil t-rozdělení podle Studenta. 
 
 
Dolní mez intervalu spolehlivosti: 
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5.4.4. Mez detekce 
Detekční limit je definován jako absolutní množství nebo koncentrace analytu, které 
poskytuje signál rovný trojnásobku směrodatné odchylky signálu pozadí. Je vyjádřena 
tímto vztahem: 
3 BsMD
S
×= ,                                                                                                      (14) 
kde, S je citlivost (udávaná směrnicí kalibrační křivky) a sB je směrodatná odchylka 
signálu slepého pokusu (blanku) [38, 39]. 
Mez detekce byla získána desetinásobným proměřením signálu slepého pokusu 
a vypočtena podle rovnice (14). Tato mez detekce je dále označena jako 3X s . 
 
5.4.5. Mez stanovitelnosti 
Mez stanovitelnosti můžeme definovat jako nejnižší množství nebo koncentraci 
analytu, které můžeme danou metodou stanovit s určitou pravděpodobností, a lze ji 
vypočítat podle následující rovnice:  
10 BsMS
S
×= .                                                                                                     (15) 
Mez stanovitelnosti byla získána desetinásobným proměřením signálu slepého pokusu 
a vypočtena podle rovnice (15) [38, 39]. 
 
5.4.6. Výpočet detekčního limitu z kalibrační křivky (podle Grahama) 
Hodnocení analytických metod podle ČSN 8466 bylo rozšířeno o výpočet detekčního 
limitu, ke kterému byly využity informace získané z kalibrační závislosti (Grahamova 
metoda). Při běžně používaných způsobech určení detekčního limitu metody většinou 
ignorují závislost odezvy měřícího přístroje na koncentraci analytu ve vzorku. Základním 
předpokladem popisované metody je lineární odezva měřícího přístroje až k „nulové“ 
koncentraci analytu v měřeném vzorku. Vzhledem k tomu, že tento předpoklad nemusí 
být vždy předem zcela splněn, je třeba (pro zajištění dostatečné věrohodnosti výsledků) 
změřit odezvu ve vzorcích s nejnižší možnou koncentrací analytu [37, 40]. 
Detekční limit metody XD představuje koncentraci analytu, jež nemůže být statisticky 
rozlišena od koncentrace nulové. S využitím výše uvedených statistických výpočtů lze XD 
nalézt jako koncentraci, jejíž dolní mez intervalu spolehlivosti na dané hladině statistické 
významnosti je právě rovna nule. Takto nalezený detekční limit (včetně příslušných mezí 
intervalu spolehlivosti) chrání před chybou prvního druhu (přijetí hypotézy, že analyt je 
přítomen, když ve skutečnosti přítomen není) a bývá označován jako DX
a  [37, 40]. 
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Ochranu před chybou druhého druhu (přijetí hypotézy, že analyt je nepřítomen, když 
ve skutečnosti přítomen je) poskytuje detekční limit metody označovaný jako DX
b , pro 
něž platí, že jeho dolní mez intervalu spolehlivosti je totožná s horní mezí intervalu 
spolehlivosti DX
a  [37, 40]. 
( ) ( ) ( )
( )
1
22
1
1 1y
D D D N
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y ys t
LCL X UCL X X
b N n b x x
b a a
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æ ö
ç ÷-×ç ÷= = + × + +
ç ÷× -ç ÷è ø
å
.                         (17) 
 
Hodnoty detekčních limitů DX
a  a DX
b , byly nalezeny z těchto rovnic pomocí funkce 
Řešitel v programu Microsoft Excel. 
 
5.4.7. Výpočet detekčního limitu podle Millera 
Tento způsob je elegantním řešením, využití informací získaných z kalibrace pro 
vyčíslení detekčního limitu testované metody bez dalších doplňujících měření. 
V podstatě se jedná o metodu tří sigma (IUPAC), která ovšem využívá informací 
získaných z kalibrační křivky tzn., že se nemusí desetkrát proměřovat blank (slepý 
vzorek – systém, který neobsahuje analyt) [41].  
Nejdříve je nutno vypočítat regresní rovnici z kalibrační křivky. Z této rovnice se 
odečte úsek (yB), který kalibrační křivka vytíná na ose y, k tomuto úseku se poté přičte 
trojnásobek směrodatné odchylky rozptylu bodů kolem kalibrační křivky, kterou můžeme 
vypočítat za použití funkce STEYX, v programu Microsoft Excel nebo ze vzorce: 
( )
/ 2
i i
y x
y y
s
n
¢-
= -
å .                                                                                          (18) 
Celkový vzorec pro výpočet úseku na ose y je 
/3B y xy y s= + × ,                                                                                                     (19) 
tento úsek posléze dosadíme zpět do regresní rovnice a po vyjádření x vypočteme 
detekční limit příslušné metody [41]. 
 
5.4.8. Metoda standardního přídavku 
 Koncentrace Cr(III) v reálných vzorcích vod byla určena pomocí metody přídavku 
standardu. Při stanovení neznámé koncentrace vzorku cx metodou standardního přídavku 
byla změřena absorbance neznámého vzorku Ax. Dále byla koncentrace stanovované látky 
ve vzorku zvyšována definovaným přídavkem standardu a byla registrována odpovídající 
absorbance roztoku. Pro výpočet neznámé koncentrace cx platí vztah (20). Každé měření 
bylo provedeno 3krát a byla vypočtena odpovídající směrodatná odchylka pomocí funkce 
SMODCH v programu Microsoft Excel [42]. 
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5.4.9. Určení stechiometrie komplexu metodou kontinuálních variací 
Metoda kontinuálních variací (Jobova metoda) je založena na měření absorbance 
roztoků kovu (M) a ligandu (L), v nichž je součet celkových analytických koncentrací M 
a L stálý, ale mění se jejich poměr v závislosti na látkovém zlomku kovu [44, 45].  
V řadě roztoků se mění x od 0 do 1. Lze dokázat, že tato závislost má maximum 
v bodě n. Jobova metoda se využívá pro zjištění molárního poměru složek v komplexu 
(stechiometrie komplexu). Vzniká–li komplex podle schématu: M  + nL  ↔ MLn. 
Principem této metody je tedy mísení ekvimolárních roztoků kationtu M a ligandu L 
v různém poměru, a to vždy na konstantní konečný objem. Což znamená, že celková 
koncentrace (C0 = CM + CL) je konstantní, ale dochází ke změně molárního zlomku x [43, 
44]. 
Platí následující vztahy: 
max (1 ) 0n x n- × + = ,                                                                                          (21) 
[ ] [ ]00 L nL c x ML= × - ,                                                                                          (22) 
[ ]
[ ] [ ]0 0
n
n n
ML
M L
b ¢ =
×
.                                                                                                     (23) 
Derivací rovnic (21, 22 a 23) podle xL a zavedením podmínek pro maximum  
d[MLn] /dxL  = 0, dostaneme rovnici (24). 
max (1 ) 0n x n- × + = ,                                                                                          (24) 
ze které po úpravě dostaneme výsledný vztah: 
max
max1
xn
x
=
-
,                                                                                                     (25) 
kde n je hodnota počtu molekul ligandu (spektrofotometrického činidla) připadajících 
na jednu molekulu kovu. 
 
 
Pokud je n rovno jedné, vznikající komplex se tvoří v poměru složek 1:1, obecně 
řečeno, maximum závislosti (Xmax),  [MLn] = f (xL) udává souřadnice molárního poměru 
složek v komplexu [43, 44]. 
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Obr. 7: Tvar variačních křivek (tzv. Jobovy křivky) pro komplexy vznikající v poměru 
1:1, pro různé podmíněné konstanty stability. Xmax – maximum závislosti [MLn] = f (xL), 
β1´-βn´ – podmíněné konstanty stability [43]. 
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6. VÝSLEDKY A DISKUSE 
6.1. Studium tvorby komplexu Cr(III)-CAS metodou spektrofotometrickou 
6.1.1. Vliv komponent na samotný chromazurol S 
6.1.1.1. Vliv pH 
Změna pH má velký vliv na zbarvení a tedy i tvar a velikost absorpčních křivek 
samotného činidla.  Při  pH <  2,5  je  činidlo  zbarveno žlutě a  λmax se pohybuje v rozmezí 
vlnových délek 400 až 430 nm. S rostoucím pH (od 2,5 do 4,5) se absorpční maximum 
postupně posouvá k vyšším vlnovým délkám (490 – 510 nm); při pH > 5,0 se však λmax 
posouvá zpět k nižším vlnovým délkám. Absorpční spektra chromazurolu S v závislosti 
na pH jsou znázorněny na obr. 8. Hodnota pH byla nastavena na pH-metru pomocí 
zředěných roztoků HCl a NaOH.    
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Obr. 8: Absorpční křivky CAS  při různých hodnotách pH; c (CAS) = 1,5.10-5 mol.l-1. 
 
6.1.1.2. Vliv acetátového pufru 
Byl studován vliv různých koncentrací octanu sodného na roztok chromazurolu S. 
Z obr. 9 je patrné, že octan sodný nemá v rozsahu koncentrací 0,05 až 0,50 mol.l-1 na 
samotné činidlo v podstatě žádný vliv. 
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Obr. 9: Absorpční spektra CAS v závislosti na různé koncentraci octanu sodného;  
c (CAS) = 1,5.10-5 mol.l-1, pH = 3,5. 
6.1.1.3. Vliv kationtového tenzidu zephyraminu  
 Byl sledován vliv různých koncentrací zephyraminu při pH 3,5. Ukázalo se, že při 
tomto pH přítomnost kationtového tenzidu zásadním způsobem ovlivňuje tvar a velikost 
absorpční křivky činidla. Dochází ke změně zbarvení a v okolí kritické micelární 
koncentrace (1.10-4 mol.l-1), dochází ke vzniku sraženiny. Vliv zephyraminu na samotný 
komplex byl studován podrobněji dále.  
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Obr. 10: Absorpční spektra CAS v závislosti na koncentraci ZFA; c (CAS) 
=  1,5.10-5 mol.l-1, pH = 3,5. 
6.1.2. Vliv komponent na komplex Cr(III)-CAS 
6.1.2.1. Vliv teploty a doby zahřívání 
Cr(III) netvoří komplexy se spektrofotometrickými činidly při laboratorní 
teplotě. Směs organického činidla a kovu je tedy nutno zahřát ve vodní lázni na vyšší 
teplotu.  
Byl studován vliv teploty a doby zahřívání na vznik a stabilitu komplexu Cr(III)-CAS. 
V průběhu zahřívání při teplotách 70 a 80 °C nedochází k úplné tvorbě komplexu Cr(III)-
CAS (absorbance se neustále zvyšuje, i po více než hodinovém zahřívání na danou 
teplotu). Teprve po zahřívání ve vroucí vodní lázni (tedy na teplotu roztoku cca 90 až 
95 °C) po dobu 40 minut dosahuje komplex maximální absorbance (λmax = 575 nm), která 
se již dále nemění, což znamená, že komplex je zcela vytvořen a je stabilní (viz obr. 11). 
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Obr. 11: Nediferenční absorpční spektra Cr(III)-CAS při teplotě reakčního roztoku cca 
90 až 95 °C; c (CAS) = 4.10-5 mol.l-1, c (Cr(III)) = 1,5.10-5 mol.l-1, pH 3,5. 
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Obr. 12: Diferenční absorpční spektra Cr(III)-CAS při teplotě reakčního roztoku cca 90 
až 95 °C; c (CAS) = 4.10-5 mol.l-1, c (Cr(III)) = 1,5.10-5 mol.l-1, pH 3,5. 
 44 
6.1.2.2. Vliv času 
Po vyjmutí vzorku z vodní lázně a ochlazení roztoku na laboratorní teplotu byla 
v 10-ti minutových intervalech proměřována absorpční křivka komplexu i samotného 
činidla. Absorbance komplexu Cr(III)-CAS i chromazurolu S s λmax = 495 nm, je stálá po 
sledovanou dobu 40 minut, a to v celém rozsahu měřených vlnových délek.  
 
6.1.2.3. Vliv pH 
Změna pH má výrazný vliv na tvar absorpčních křivek komplexu Cr(III)-CAS, 
v důsledku změny disociační formy činidla (viz obr. 13). Při optimální hodnotě pH (3,2 
až 3,8) má komplex červenofialové zbarvení a dosahuje maxima absorbance při 575 nm. 
Diferenční absorpční křivky komplexu Cr(III)-CAS1 jsou  znázorněny  na  obr.  14  a  15.  
Hodnota pH byla nastavena pomocí zředěných roztoků HCl a NaOH ještě před zahřátím 
výchozí směsi. 
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Obr. 13: Disociační formy CAS v závislosti na pH; 1 – neutrální prostředí; 2 – kyselé 
prostředí; 3 – alkalické prostředí [45].   
 
                                               
1 Diferenční absorpční křivky komplexu Cr(III)-CAS – od naměřených absorpčních křivek komplexu byly 
odečteny hodnoty absorbancí absorpční křivky blanku tj. roztoku samotného činidla, změřeném při 
stejných podmínkách, jako komplex (koncentrace činidla, pH, přítomnost dalších komponent). 
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Obr. 14: Diferenční absorpční spektra komplexu Cr(III)-CAS v závislosti na pH;  
c (CAS) = 4.10-5 mol.l-1, c (Cr(III)) = 1,5.10-5 mol.l-1, pH 3,5. 
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Obr. 15: Průběh závislosti absorbance samotného činidla a komplexu Cr(III)-CAS na pH, 
při vlnové délce absorpčního maxima komplexu (575 nm), odečítáno z diferenčních 
spekter; c (CAS) = 4.10-5 mol.l-1, c (Cr(III)) = 1,5.10-5 mol.l-1, pH 3,5. 
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 6.1.2.4. Vliv koncentrace činidla a kovu 
Ke koncentraci chromu 1,0 mg.l-1 (tj. 2.10-5 mol.l-1) se jeví jako nejvhodnější 
koncentrace činidla 8.10-5 až 1,2.10-4 mol.l-1. Při této koncentraci chromazurolu S 
dosahuje  komplex maximální hodnoty absorbance při 575 nm, která se již se zvyšujícím 
nadbytkem činidla dále v podstatě nemění. Vyšší přebytky zastiňují zbarvení vlastního 
komplexu Cr(III)-CAS. U nižšího poměru je absorbance příliš nízká (komplex není zcela 
vytvořen). 
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Obr. 16: Průběh závislosti absorbance komplexu Cr(III)-CAS na nadbytku CAS vůči 
Cr(III), odečítáno z diferenčních spekter; c (Cr(III)) = 2.10-5 mol.l-1, pH 3,5. 
 
S přibývající koncentrací kovu se absorpční křivka komplexu zvyšuje až do 
koncentrace chromu 1,6.10-4 mol.l-1 (tedy poměru CAS:Cr = 1:8) a dále se již nemění. 
Současně se prohlubuje modré zabarvení komplexu, dochází ke změně tvaru absorpčních 
křivek (viz obr. 17) a k posunu absorpčního maxima komplexu k vyšším vlnovým délkám 
(z původních 575 na 590 nm). Tento posun je pravděpodobně způsoben změnou struktury 
vznikajícího komplexu Cr(III)-CAS.  
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Obr. 17: Diferenční absorpční spektra komplexu Cr(III)-CAS v závislosti na nadbytku 
kovu vůči koncentraci činidla; c (CAS) = 2.10-5 mol.l-1, pH 3,5. 
6.1.2.5. Vliv acetátového pufru 
Z obr. 18 je zřejmé, že octan sodný při koncentraci nižší, než 0,10 mol.l-1 samotný 
komplex nijak neovlivňuje a ve srovnání s absorbancí komplexu bez přídavku octanu 
sodného, je absorbance v přítomnosti octanu vyšší. Při vyšší koncentraci octanu sodného 
se však absorbance komplexu snižuje. 
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Obr. 18: Diferenční absorpční křivky komplexu Cr(III)-CAS v závislosti na koncentraci 
octanu sodného; c (CAS) = 4.10-5 mol.l-1, c (Cr(III)) = 1,5.10-5 mol.l-1, pH 3,5. 
6.1.2.6. Vliv kationtového tenzidu zephyraminu 
Studovaný komplex Cr(III)-CAS vzniká při zvýšené teplotě (cca 95 °C) udržované  
40 minut. Absorbance tohoto komplexu je dostatečná a stálá. Přesto však bylo zkoušeno, 
zda-li bude mít přítomnost kationtového tenzidu (zephyraminu) pozitivní vliv na vznik 
komplexu již při laboratorní teplotě, případně zda nedojde ke zkrácení doby zahřívání 
reakční směsi.  
Při koncentraci zephyraminu 1.10-3 mol.l-1, dochází k posunu absorpčního maxima 
komplexu k vyšším vlnovým délkám a zároveň také k celkovému vzrůstu absorbance 
(obr. 19). Pro tuto koncentraci zephyraminu byla dále zjištěna optimální hodnota pH 
(5,0) a byl zkoumán vliv na dobu zahřívání komplexu v přítomnosti tohoto tenzidu 
o koncentraci 1.10-3 mol.l-1 při pH 5.  
Přítomnost tenzidu sice zvyšuje absorbanci komplexu, v důsledku tvorby ternárního 
produktu, ale v průběhu zahřívání reakční směsi dochází k ustálení zvyšování absorbance 
a změny zbarvení vznikajícího komplexu až po 50-ti minutovém ohřevu ve vroucí vodní 
lázni. Přítomnost kationtového tenzidu v tomto případě neprokázala evidentní urychlení 
spektrofotometrické reakce, ani zjednodušení pracovního postupu stanovení a pro další 
měření nebyl používán.  
49
-0,4
-0,2
0,0
0,2
0,4
0,6
0,8
350 400 450 500 550 600 650 700
λ (nm)
Δ
 A
1.10-2 mol.l-1 1.10-3 mol.l-1 1.10-4 mol.l-1
1.10-5 mol.l-1                                      bez přítomnosti ZFA
Obr. 19: Diferenční absorpční křivky komplexu Cr(III)-CAS v závislosti na přítomnos-
ti ZFA; c (CAS) = 4.10-5 mol.l-1, c (Cr(III)) = 1,5.10-5 mol.l-1, pH 3,5. 
6.1.2.7. Kalibrace 
Kalibrační závislost byla změřena pro pět ekvidistantních koncentračních hladin (0,1; 
0,3; 0,5; 0,7 a 0,9 mg.l-1), přičemž každá byla měřena třikrát. Kalibrační křivky byly 
zpracovány dle normy ČSN 8466-1, což znamená, že naměřená data byla podrobena testu 
homogenity rozptylu a testu linearity. Taktéž byly vyhodnoceny pásy spolehlivosti.  
Pro výpočet molárního absorpčního koeficientu ε byla zvolena metoda výpočtu ze 
směrnice kalibrační křivky. Z kalibrační křivky byly vypočteny detekční limity třemi 
různými způsoby, podle Grahama (XDα, XDβ), Millera Xm a metodou tří sigma (IUPAC) 
X3σ. Z tabulky 2 je zřejmé, že testovaná hodnota PG1 je menší, než tabelovaná hodnota 
Ff1;f2;0,99, což znamená, že rozdíl mezi testovanými rozptyly není významný. Protože jsou 
tedy rozptyly homogenní, lze v tomto případě aplikovat jednoduchou regresní analýzu. 
Požadovaná testovaná hodnota pro test linearity PG2, zahrnující porovnání hodnot 
směrodatných odchylek pro lineární a nelineární kalibrační funkci, byla porovnána 
s tabelovanou hodnotou F2. Také zde byla získána hodnota nižší, než je hodnota 
tabelovaná a lze tedy prohlásit, že nelineární kalibrační funkce nevede k významně lepší 
těsnosti. Kalibrační funkce je tedy lineární v rozmezí koncentrací 0,1 až 0,9 mg.l-1, tedy 
1,9.10-6 až 1,7.10-5 mol.l-1. 
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Obr. 20: Kalibrační závislost systému Cr(III)-CAS a interval spolehlivosti kal. křivky; 
c (CAS) = 4.10-5 mol.l-1, pH 3,5. 
Tabulka 2: Hodnoty vypočítané z kalibrační křivky 
Xdα 0,020 mg.l-1
Xdβ 0,060 mg.l-1
X3σ 0,013 mg.l-1 
Xm 0,042 mg.l-1 
ε (mol-1.cm-1.l) 32 956,28 ± 295,9
PG1 0,18 
Ff1,f2;0,99 6,54 
PG2 1,98 
F2 2,15 
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6.1.2.8. Vliv cizích iontů 
Byl zjišťován vliv iontů, které se jsou běžnou součástí přírodních vod, nebo těch, které 
by mohly mít na stanovení výrazný vliv (Cl-, Br-, NO3-, HCO3-,  H2PO4-, SO42-, Na+,  K+, 
NH4+, Mg2+, Ca2+, Mn2+, Fe2+, Fe3+ a Al3+). 
Koncentrace prvku byla považována za rušící, jestliže její absorbance při  
λmax = 575 nm se lišila od roztoku blanku, který obsahoval 4.10-5 mol.l-1 chromazurolu S 
a 1.10-5 mol.l-1 Cr(III),  při  pH 3,5,  o více než 5 %. Jako nejvíce rušivé se ukázaly ionty 
Fe2+, Fe3+, Al3+ a H2PO4-. 
Bylo  zjištěno,  že  Cl-, Br-, HCO3-, Na+,  K+, NH+, Ca2+ při koncentraci nižší, než  
1.10-3 mol.l-1, stanovení nijak zvlášť neruší a při vyšší koncentraci způsobují snížení 
absorbance. 
NO3-, Mn2+ a  Mg2+ při koncentraci vyšší než 1.10-5 mol.l-1 způsobují zvýšení 
absorbance (pozitivní chybu stanovení). SO42-, ruší stanovení od koncentrace vyšší než 
1.10-4 mol.l-1 (nadbytek 1:10 vůči Cr(III)). 
Stanovení výrazně ruší H2PO4-, Al3+, Fe2+ a Fe3+ (již  od  koncentrace  1.10-5 mol.l-1 – 
poměr 1:1). Dochází zde přednostně k tvorbě komplexu chromazurolu S s příslušným 
kovem, již při laboratorní teplotě, což se navenek projeví změnou zbarvení a absorpčního 
maxima komplexu.   
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Obr. 21: Vliv různých koncentrací interferujících iontů na systém Cr(III)-CAS; 
c (CAS) = 4.10-5 mol.l-1, c (Cr(III)) = 1.10-5 mol.l-1, pH 3,5. 
52
6.1.2.9. Vliv redukčních činidel 
Vzhledem k praktické aplikaci studované metody je nutné použití redukčního činidla, 
aby došlo k převedení veškerého chromu na trojmocnou formu a zároveň došlo 
k eliminaci rušivého vlivu Fe3+ iontů. Byl sledován vliv těchto redukčních činidel: 
hydrazin dihydrochlorid, hydrogensiřičitan sodný a kyselina askorbová. Pořadí při 
pipetování bylo následující: kov, chromazurol S, redukční činidlo. Vliv redukovadel byl 
zkoušen před zahříváním a i po něm. 
Při přidání redukovadel po zahřívání nebyl pozorován žádný pozitivní ani negativní 
efekt ovlivnění absorbance komplexu Cr(III)-CAS. Tento postup by však neměl žádný 
efekt při analýze reálných vzorků vod, proto bylo redukční činidlo přidáno před 
zahříváním vzorku ve vodní lázni. Systém vyhodnocení je stejný, jako v případě analýzy 
interferujících iontů (viz obr. 22). 
Jako nejvhodnější ze zkoušených redukčních činidel se jeví hydrazin dihydrochlorid 
o koncentraci 1.10-4 mol.l-1. Proto byla tato látka použita při analýze reálných vzorků
vod.  
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Obr. 22: Vliv redukovadel na systém Cr(III)-CAS; c (CAS) = 4.10-5 mol.l-1, c (Cr(III)) = 
1.10-5 mol.l-1, pH 3,5. 
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6.1.2.10. Určení stechiometrie komplexu Cr(III)-CAS 
Pro zjištění molárního poměru složek v komplexu byla použita metoda kontinuálních 
variací [43, 44]. Ekvimolární roztoky činidla a Cr(III) byly míchány v různých poměrech 
podle tabulky 3:  
Tabulka 3: Objemové poměry ekvimolárních roztoků CAS a Cr(III) 
x: 1 0,9 0,8 0,7 0,6 0,5 0,4 0,3 0,2 0,1 0 
V CAS 
(ml) 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
V Cr(III) 
(ml) 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 
 
Podle vztahu (25) byla vypočítána hodnota n: 
max
max
0,5 1
1 1 0,5
xn
x
= = =
- -
. 
Jelikož poměr n má hodnotu rovnu jedné, komplex vzniká za daných podmínek 
(teplota 90 °C, doba zahřívání 40 minut, pH 3,5) v poměru 1:1. Předpokládaná struktura 
vznikajícího komplexu je uvedena na obr. 24.  
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Obr. 23: Jobova křivka komplexu Cr(III)-CAS 
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Obr. 24: Možné struktury komplexu Cr(III)-CAS; 1 – tautomerní formy CAS 
s aktivovaným reakčním místem; 2 – struktura komplexu Cr(III)-CAS v poměru 1:1; 
3 – pravděpodobná struktura téhož komplexu v přítomnosti zephyraminu, případně jiného 
kationtového tenzidu. 
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6.2. Studium tvorby komplexu Cr(III)-ECR metodou spektrofotometrickou  
6.2.1. Vliv komponent na samotný eriochromcyanin R 
6.2.1.1. Vliv pH 
Vliv pH na absorpční křivku eriochromcyaninu R je v podstatě velmi podobný, jako 
u chromazurolu S, což je logické, protože tato dvě činidla mají velmi podobnou 
strukturu. Při pH < 3,5 se absorpční maximum pohybuje v rozmezí vlnových délek 475 
až 485 nm, s rostoucím pH (3,5 až 5,5) se λmax postupně posouvá k vyšším vlnovým 
délkám (510 – 520 nm) a při pH > 6,0 se absorpční maximum posouvá zpět do oblasti 
nižších vlnových délek 430 až 440 nm. Absorpční spektra eriochromcyaninu R 
v závislosti na pH jsou znázorněny na obr. 25.  
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Obr. 25: Absorpční spektra ECR v závislosti na pH; c (ECR) = 1,2.10-4 mol.l-1. 
6.2.1.2. Vliv acetátového pufru 
Přítomnost octanu sodného snižuje absorbanci eriochromcyaninu R, a to již od nejnižší 
zkoušené koncentrace (0,050 mol.l-1) ve srovnání s absorbancí blanku (samotné činidlo 
bez přídavku CH3COONa), což je výrazný rozdíl oproti chromazurolu S. 
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Obr. 26: Absorpční spektra ECR v závislosti na koncentraci octanu sodného; c (ECR) = 
1,2.10-4 mol.l-1, pH 4,5. 
6.2.1.3. Vliv kationtového tenzidu zephyraminu 
Stejně jako u chromazurolu S byl studován vliv různých koncentrací zephyraminu na 
samotný eriochromcyanin R, při pH 4,5. Absorpční křivky samotného činidla 
v přítomnosti tenzidu se výrazně snižují. V okolí kritické micelární koncentrace (okolo 
1.10-4 mol.l-1), dochází opět ke vzniku sraženiny, jako v případě chromazurolu S.  
Vliv zephyraminu na samotný komplex byl u tohoto činidla také studován. Narozdíl 
od reakce v systému Cr(III)-CAS, nebyl prokázán žádný pozitivní účinek kationtového 
tenzidu na mechanismus tvorby komplexu Cr(III)-ECR (u žádné ze zkoušených 
koncentrací zephyraminu nedošlo k posunu absorpčního maxima k vyšším vlnovým 
délkám, ani ke zvýšení absorbance komplexu). Z těchto důvodů již spektrofotometrický 
systém Cr(III)-ECR v přítomnosti tenzidu nebyl dále podrobněji studován.  
6.2.2. Vliv komponent na komplex Cr(III)-ECR 
6.2.2.1. Vliv teploty a doby zahřívání 
Vzhledem k praktickým zkušenostem z předchozích měření systému Cr(III)-CAS, byl 
sledován  vznik  komplexu  Cr(III)-ECR  pouze  při  teplotě 95  °C.  Bylo  zjištěno,  že  
vznikající komplex dosahuje absorpčního maxima (λmax = 550 nm) po 40-ti minutách 
zahřívání. Absorbance komplexu se již dále v podstatě nemění (viz obr. 27, 28).  
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Obr. 27: Nediferenční absorpční křivky komplexu Cr(III)-ECR při teplotě reakčního 
roztoku cca 90 až 95 °C; c (ECR) = 1,2.10-4 mol.l-1, c (Cr(III)) = 2.10-5 mol.l-1, pH 4,5. 
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Obr. 28: Diferenční absorpční křivky komplexu Cr(III)-ECR při teplotě reakčního 
roztoku cca 90 až 95 °C; c (ECR) = 1,2.10-4 mol.l-1, c (Cr(III)) = 2.10-5 mol.l-1, pH 4,5. 
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6.2.2.2. Vliv času 
Absorbance komplexu Cr(III)-ECR i samotného činidla není stabilní. Dochází 
k neustálému postupnému snižování absorbance s časem. Tento pokles absorbance je 
pravděpodobně způsoben samovolnou změnou chinoidní struktury eriochromcyaninu R 
tvorbou sultonového cyklu s centrálním uhlíkem, který vede ke zeslabování zbarvení 
činidla i samotného komplexu v dané oblasti pH (4,5). 
 Všechna další měření bylo tedy nutné provádět se stejnou časovou prodlevou  
(cca 5 minut po vyjmutí roztoku z vodní lázně), aby všechna stanovení byla zatížena 
stejnou chybou. V kratším časovém intervalu nebylo možné měření provést z důvodu 
nutného ochlazení roztoku komplexu po vyjmutí z vodní lázně na laboratorní teplotu. 
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Obr. 29: Absorpční spektra ECR v závislosti na čase; c (ECR) = 1,2.10-4 mol.l-1, pH 4,5. 
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Obr. 30: Diferenční absorpční spektra komplexu Cr(III)-ECR v závislosti na čase; 
c (ECR) = 1,2.10-4 mol.l-1, c (Cr(III)) = 2.10-5 mol.l-1, pH 4,5. 
6.2.2.3. Vliv pH 
Změna pH má výrazný vliv na tvar absorpčních křivek komplexu Cr(III)-ECR. Při 
optimální hodnotě pH (4,2 až 4,8) má komplex fialovočervené zbarvení a dosahuje 
maxima absorbance při 550 nm. Všechna další měření byla prováděna při pH 4,5. 
Diferenční absorpční křivky komplexu Cr(III)-ECR jsou znázorněny na obr. 31 a 32. 
Hodnota pH byla nastavena na pH-metru pomocí zředěných roztoků HCl a NaOH ještě
před zahřátím výchozí směsi ve vodní lázni na 95 °C. 
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Obr. 31: Diferenční absorpční spektra komplexu Cr(III)-ECR v závislosti na pH; 
c (ECR) = 1,2.10-4 mol.l-1, c (Cr(III)) = 2.10-5 mol.l-1. 
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Obr. 32: Průběh závislosti absorbance samotného činidla a komplexu Cr(III)-ECR na pH, 
při vlnové délce absorpčního maxima komplexu (550 nm), odečítáno z diferenčních 
spekter; c (ECR) = 1,2.10-4 mol.l-1, c (Cr(III)) = 2.10-5 mol.l-1. 
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6.2.2.4. Vliv koncentrace činidla a kovu 
Ke  koncentraci  chromu  2.10-5 mol.l-1 byla jako nejvhodnější shledána koncentrace 
eriochromcyaninu R 1,2.10-4 až 1,6.10-4 mol.l-1. Při této koncentraci eriochromcyaninu R 
dosahuje  komplex maximální hodnoty absorbance při 550 nm, která se již se zvyšujícím 
nadbytkem činidla dále nemění. Vyšší nadbytky zastiňují zbarvení vlastního komplexu 
Cr(III)-ECR. 
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Obr. 33: Průběh závislosti absorbance komplexu Cr(III)-ECR na nadbytku ECR vůči 
Cr(III), odečítáno z diferenčních spekter; c (Cr(III)) = 2.10-5 mol.l-1, pH 4,5. 
 
Absorpční křivka komplexu se s rostoucí koncentrací Cr(III) zvyšuje až do 
koncentrace 1.10-3 mol.l-1, tedy poměru CAS:Cr = 1:10, vyšší nadbytek koncentrace kovu 
nebyl  zkoušen.  S  rostoucí  koncentrací  kovu  se  prohlubuje  modré  zabarvení  komplexu  a  
dochází ke změně tvaru absorpčních křivek (viz obr. 34) a mírnému posunu absorpčního 
maxima komplexu k vyšším vlnovým délkám (z původních 550 na 575 nm), což je 
pravděpodobně způsobeno změnou struktury komplexu, který za těchto podmínek vzniká. 
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Obr. 34: Diferenční absorpční spektra komplexu Cr(III)-ECR v závislosti nadbytku 
Cr(III) vůči koncentraci ECR; c (ECR) = 1.10-4 mol.l-1, pH 4,5. 
6.2.2.5. Vliv acetátového pufru 
Z obr. 35 je patrné, že octan sodný viditelně snižuje absorbanci komplexu Cr(III)-
ECR, a to již od nejnižší zkoušené koncentrace (0,05 mol.l-1), ve srovnání s absorbancí 
komplexu bez přídavku octanu sodného. Současně také dochází k deformaci absorpčních 
křivek komplexu. Z těchto důvodů není možné použití acetátového pufru k úpravě pH, 
jako v případě stanovení s chromazurolem S.  
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Obr. 35: Diferenční absorpční křivky komplexu Cr(III)-ECR v závislosti na koncentraci 
octanu sodného; c (ECR) = 1,2.10-4 mol.l-1, c (Cr(III)) = 2.10-5 mol.l-1, pH 4,5. 
6.2.2.6. Kalibrace 
Kalibrační závislost byla v tomto případě změřena pro šest ekvidistantních 
koncentračních hladin (0,1; 0,3; 0,5; 0,7; 0,9 a 1,1 mg.l-1), tedy v celém lineárním 
rozsahu metody, přičemž každá koncentrační úroveň byla změřena třikrát. Kalibrační 
křivky byly zpracovány dle normy ČSN 8466-1, stejným způsobem, jako v případě studia 
komplexu Cr(III)-CAS.  
V tabulce č. 4 jsou uvedeny hodnoty vypočítané z kalibrační křivky. Testovaná 
hodnota PG1 je menší, než tabelovaná hodnota Ff1;f2;0,99,. Rozdíl mezi testovanými rozptyly 
tedy není významný. Protože jsou rozptyly homogenní, lze v tomto případě aplikovat 
jednoduchou regresní analýzu. Požadovaná testovaná hodnota pro test linearity PG2, byla 
porovnána s tabelovanou hodnotou F2, a protože také v tomto případě byla získána 
hodnota nižší, než je hodnota tabelovaná, lze prohlásit, že nelineární kalibrační funkce 
nevede k významně lepší těsnosti a získaná kalibrační funkce je lineární. 
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Obr. 36: Kalibrační závislost systému Cr(III)-ECR a interval spolehlivosti kal. křivky; 
c (ECR) = 1,2.10-4 mol.l-1, pH 4,5. 
Tabulka 4: Hodnoty vypočítané z kalibrační křivky 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
6.2.2.7. Vliv cizích iontů 
Koncentrace prvku byla považována za rušící, jestliže její absorbance při λmax = 
550 nm se lišila od roztoku blanku, který obsahoval 1,2.10-4 mol.l-1 eriochromcyaninu R  
a 1.10-5 mol.l 1Cr(III), při pH 4,5, o více než 5 %.  
Nejvíce  ruší  stanovení  ionty  Na+, Br-, Fe2+, Fe3+, Al3+,  H2PO4- a  HCO3-,  naopak  Cl-, 
SO42-,  K+, Ca2+, Mg2+ a  Mn2+ stanovení téměř vůbec neovlivňují. Teprve při vyšší 
koncentraci (>1.10-3 mol.l-1) způsobují výraznější změny absorbance (pozitivní, či 
negativní). 
Xdα 0,029 mg.l-1 
Xdβ 0,086 mg.l-1 
X3σ 0,018 mg.l-1 
Xm 0,062 mg.l-1 
ε (mol-1.cm-1.l) 27 679,26 ± 445,6 
PG1 0,15 
Ff1,f2;0,99 6,54 
PG2 1,54 
F2 2,15 
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NO3-, Na+ a  Br-, způsobují snížení absorbance (negativní chybu stanovení). Naopak 
přítomnost NH+ způsobuje pozitivní chybu stanovení, ale až při vyšších koncentracích 
(>1.10-3 mol.l-1). 
Výrazně ruší  stanovení  H2PO4-, HCO3-, Al3+, Fe2+ a Fe3+ ionty (již od koncentrace 
1.10-5 mol.l-1 – poměr 1:1). Dochází zde přednostně k tvorbě komplexu mezi 
eriochromcyaninem R a příslušným prvkem již při laboratorní teplotě, což se projeví 
změnou zbarvení a absorpčního maxima vznikajícího komplexu.   
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Obr. 37: Vliv různých koncentrací interferujících iontů na systém Cr(III)-
ECR; c (ECR) = 1,2.10-4 mol.l-1, c (Cr(III)) = 1.10-5 mol.l-1, pH 4,5.  
6.2.2.8. Vliv redukčních činidel 
Pořadí při pipetování bylo následující: Cr(III), eriochromcyanin R, redukční činidlo. 
Z praktických důvodů bylo redukční činidlo přidáno vždy před zahřátím výchozí směsi 
ve vodní lázni. Nejvhodnějším ze zkoušených redukčních činidel byl opět hydrazin 
dihydrochlorid o koncentraci 1.10-4 mol.l-1. 
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Obr. 38: Vliv redukovadel na systém Cr(III)-ECR; c (ECR) = 1,2.10-4 mol.l-1, 
c (Cr(III)) = 1.10-5 mol.l-1, pH 4,5. 
6.2.2.9. Určení stechiometrie komplexu Cr(III)-ECR 
Metodou kontinuálních variací byla nalezena hodnota poměru n blízká jedné, proto lze 
konstatovat, že komplex vzniká za daných podmínek (teplota 95 °C, doba zahřívání 
40 minut, pH 4,5) v poměru 1:1. Předpokládaná struktura komplexu je v podstatě stejná, 
jako v případě Cr(III)-CAS (viz obr. 24), protože obě činidla mají velmi podobnou 
strukturu.  
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Obr. 39: Jobova křivka komplexu Cr(III)-ECR. 
 
6.3. Studium tvorby komplexu Cr(III)-TAR metodou spektrofotometrickou  
6.3.1. Vliv komponent na samotný 4-(2-thiazolylazo)rezorcinol  
6.3.1.1. Vliv rozpouštědla 
Vzhledem k tomu, že 4-(2-thiazolylazo)rezorcinol není rozpustný ve vodě, bylo 
nejdříve nutné nalézt optimální organické rozpouštědlo mísitelné s vodou a vhodnou 
objemovou koncentraci tohoto rozpouštědla ve výsledném objemu (25 ml).  
Byly zkoušeny následující rozpouštědla: ethanol, dimethylformamid a t-butanol. Jako 
nejvhodnější organické rozpouštědlo pro stanovení Cr(III) pomocí 4-(2-
thiazolylazo)rezorcinolu, byl zvolen dimethylformamid, protože je v něm 4-(2-
thiazolylazo)rezorcinol nejsnáze rozpustný a není nutný další přídavek čistého 
rozpouštědla k výslednému objemu roztoku před, nebo po zahřívání, aby nedošlo 
ke zpětnému vysrážení 4-(2-thiazolylazo)rezorcinolu z vodného roztoku. Všechny 
sledované parametry i vlivy byly tedy dále studovány pouze za použití 
dimethylformamidu. 
V tomto případě však bylo nutno použít pro reakci Cr(III) prostředí chloridu s CrCl3, 
protože v přítomnosti  NO3-, ani při zvýšené teplotě nedocházelo k žádné reakci s Cr(III) 
s činidlem.   
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6.3.1.2. Vliv pH 
Je nutné podotknout, že naměřené hodnoty pH nebyly korigovány na pH rozpouštědla. 
S rostoucí hodnotou pH dochází k posunu absorpčního maxima činidla k vyšším vlnovým 
délkám a zároveň i k mírné deformaci absorpční křivky 4-(2-thiazolylazo)rezorcinolu. 
Tyto změny však nejsou nijak markantní v porovnání s chromazurolem S 
a eriochromcyaninem R. 
Samotné činidlo má při optimální hodnotě pH rovno 5 maximální absorbanci při  
λmax = 450 nm. Se změnou pH byla zaznamenána pouze malá změna zbarvení a tedy i 
mírný posun absorpčního maxima 4-(2-thiazolylazo)rezorcinolu v rozmezí vlnových 
délek 470 až 480 nm. Při pH > 8, byly hodnoty absorbancí tak vysoké, že nebylo možné 
je vyhodnotit.  
6.3.1.3. Vliv acetátového pufru 
Můžeme konstatovat, že octan sodný nemá v tomto případě na absorpční spektra 
samotného činidla (obr. 40) žádný výrazný vliv, a to při žádné ze sledovaných 
koncentrací. 
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Obr. 40: Absorpční spektra TAR v závislosti na různé koncentraci octanu sodného;  
c (TAR) = 1,2.10-4 mol.l-1, c (Cr(III)) = 2.10-5 mol.l-1, c (DMFA) = 5 obj. %, pH 5. 
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6.3.2. Vliv komponent na komplex Cr(III)-TAR  
6.3.2.1. Vliv teploty a doby zahřívání 
Při zahřívání výchozí směsi ve vroucí vodní lázni (tedy při teplotě reakčního roztoku 
cca 90 až 95 °C), Bylo zjištěno, že vznikající komplex dosahuje absorpčního maxima  
545 nm již po 30-ti minutách. Absorbance komplexu se dále nemění a je stabilní (viz obr. 
41, 42).  
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Obr. 41: Nediferenční absorpční spektra komplexu Cr(III)-TAR při teplotě 90 až 95 °C;  
c (TAR) = 1,2.10-4 mol.l-1, c (Cr(III)) = 2.10-5 mol.l-1, c (DMFA) = 5 obj. %, pH 5. 
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Obr. 42: Diferenční absorpční spektra komplexu Cr(III)-TAR při teplotě 90 až 95 °C; 
c (TAR) = 1,2.10-4 mol.l-1, c (Cr(III)) = 2.10-5 mol.l-1, c (DMFA) = 5 obj. %, pH 5. 
 
6.3.2.2. Vliv času 
Při sledování časové závislosti bylo zjištěno, že jak samotný 4-(2-
thiazolylazo)rezorcinol, tak vznikající komplex, jsou stabilní v celém měřeném rozsahu 
vlnových délek 350 až 700 nm po dobu 40-ti minut a déle. 
 
6.3.2.3. Vliv pH 
 Vznikající komplex má při optimálním pH 5 červené zbarvení a dosahuje absorpčního 
maxima při 545 nm. Při pH nižším, než 3 a vyšším, než 6, je zmíněný komplex zbarven 
žlutě a λmax se pohybuje v rozmezí vlnových délek 500 až 520 nm.  
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Obr. 43: Průběh závislosti absorbance samotného činidla a komplexu Cr(III)-TAR na pH, 
při vlnové délce absorpčního maxima komplexu (545 nm), odečítáno z diferenčních 
spekter; c (TAR) = 1,2.10-4 mol.l-1, c (Cr(III)) = 2.10-5 mol.l-1, c (DMFA) = 5 obj. %. 
 
6.3.2.4. Vliv koncentrace činidla a kovu 
Jako nejvhodnější koncentrace 4-(2-thiazolylazo)rezorcinolu ke koncentraci chromu 
2.10-5 mol.l-1 se jeví 8.10-5 až 1,2.10-4 mol.l-1. Při vyšší koncentraci činidla 
pravděpodobně dochází ke změně struktury vznikajícího komplexu a absorbance se 
prudce zvyšuje (viz obr. 44).  
Absorpční křivka komplexu se mění v závislosti na rostoucí koncentraci chromu. 
Absorbance  se  zvyšuje  až  do  koncentrace  3.10-4 mol.l-1.  S  rostoucí  koncentrací  kovu  se  
prohlubuje červené zbarvení komplexu a absorpční maximum se tentokrát posouvá 
k nižším vlnovým délkám z původních 545 na 530 nm (obr. 45).  
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Obr. 44: Průběh závislosti absorbance komplexu Cr(III)-TAR na nadbytku TAR vůči 
koncentraci Cr(III), odečítáno z diferenčních spekter; c (Cr(III)) = 2.10-5 mol.l-1, 
c (DMFA) = 5 obj. %, pH 5. 
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Obr. 45: Diferenční absorpční spektra komplexu Cr(III)-TAR v závislosti na nadbytku 
Cr(III) vůči koncentraci TAR; c (TAR) = 3.10-5 mol.l-1, c (DMFA) = 5 obj. %, pH 5. 
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6.3.2.5. Vliv koncentrace rozpouštědla 
Byl sledován vliv měnící se objemové koncentrace dimethylformamidu na absorbanci 
komplexu Cr(III)-TAR při následujících reakčních podmínkách: teplota 90 °C, doba 
zahřívání 30 minut, pH 5. Jako nejvhodnější koncentrace dimethylformamidu se jeví 
5 obj. %. Při vyšších koncentracích dimethylformamidu dochází ke snižování absorbance 
komplexu Cr(III)-TAR a je tedy vhodné zachovat co nejnižší možnou koncentraci 
dimethylformamidu v roztoku. 
6.3.2.6. Vliv acetátového pufru 
Z obr. 46 je zřejmé, že octan sodný pozitivně ovlivňuje absorbanci i tvar absorpční 
křivky  komplexu  Cr(III)-TAR,  a  to  již  od  nejnižší  zkoušené  koncentrace  (0,05  mol.l-1), 
ve srovnání s absorbancí blanku (komplexu bez přídavku octanu sodného). Při 
koncentraci vyšší, než 0,05 mol.l-1 CH3COONa však dochází k mírnému poklesu 
absorbance a následnému posunu absorpčního maxima k nižší vlnové délce.  
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Obr. 46: Diferenční absorpční spektra komplexu Cr(III)-TAR v závislosti na koncentraci 
octanu sodného; c (TAR) = 1,2.10-4 mol.l-1, c (Cr(III)) = 2.10-5 mol.l-1,  
c (DMFA) = 5 obj. %, pH 5. 
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6.3.2.7. Kalibrace 
 Kalibrační závislost byla změřena pro sedm ekvidistantních koncentračních hladin 
(0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6 a 0,7 mg.l-1), tedy v celém lineárním rozsahu metody, přičemž 
každá koncentrační úroveň byla opět změřena třikrát. Kalibrační křivky byly zpracovány 
dle normy ČSN 8466-1, stejným způsobem, jako u předchozích dvou činidel v případě 
studia komplexu Cr(III)-CAS a Cr(III)-ECR.  
V tabulce 5 jsou uvedeny hodnoty vypočítané z kalibrační křivky. Testovaná hodnota 
PG1 je i v tomto případě nižší, než tabelovaná hodnota Ff1;f2;0,99, což znamená, že rozdíl 
mezi testovanými rozptyly není významný. Protože jsou tedy rozptyly homogenní, je 
v tomto případě možné aplikovat jednoduchou regresní analýzu. Požadovaná testovaná 
hodnota pro test linearity PG2, byla opět porovnána s tabelovanou hodnotou F2. Také zde 
byla získána hodnota nižší, než je hodnota tabelovaná a lze tedy prohlásit, že nelineární 
kalibrační funkce nevede k významně lepší těsnosti. Kalibrační funkce je tedy lineární. 
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Obr. 47: Kalibrační závislost systému Cr(III)-TAR a interval spolehlivosti kal. křivky; 
c (TAR) = 1,2.10-4 mol.l-1, c (DMFA) = 5 obj. %, pH 5. 
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Tabulka 5: Hodnoty vypočítané z kalibrační křivky 
 
 
 
 
 
 
 
 
6.3.2.8. Vliv cizích iontů 
I v tomto případě byl zjišťován vliv různých koncentrací iontů, které se mohou 
vyskytovat v přírodních vodách. Koncentrace prvku byla považována za rušící, jestliže 
její absorbance při 545 nm se lišila od roztoku blanku, který obsahoval 1,2.10-4 mol.l-1  
4-(2-thiazolylazo)rezorcinolu a 1.10-5 mol.l-1Cr(III), při pH 5 a koncentraci 
dimethylformamidu  5  obj.  %,  o  více  než  5  %.  Nejvíce  ruší  ionty  Na+, Fe2+, Fe3+, Al3+, 
H2PO4- a HCO3-. 
Ionty Cl-, Br-, NO3-, NH+, Mg2+ a Mn2+ stanovení téměř vůbec neovlivňují a při vyšší 
koncentraci způsobují snížení absorbance. Na+,   K+, Ca2+, SO42- způsobují snížení 
absorbance (negativní chybu stanovení), již při nízkých koncentracích. 
Výrazně ruší  stanovení  H2PO4-, HCO3-, Al3+, Fe2+ a  Fe3+ ionty,  a  to  již  od  koncentrace  
1.10-5 mol.l-1 →  poměr  Cr(III):  iont  –  1:1.  Opět  zde  dochází  k  tvorbě komplexu  4-(2-
thiazolylazo)rezorcinolu s příslušným prvkem, již při laboratorní teplotě, což se projeví 
změnou zbarvení a absorpčního maxima vznikajícího komplexu. 
Xdα 0,017 mg.l-1 
Xdβ 0,051 mg.l-1 
X3σ 0,019 mg.l-1 
Xm 0,039 mg.l-1 
ε (mol-1.cm-1.l) 32 466,55 ± 962,9 
PG1 1,40 
Ff1,f2;0,99 6,54 
PG2 1,18 
F2 2,15 
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Obr. 48: Vliv různých koncentrací interferujících iontů na systém Cr(III)-TAR; 
c (TAR) = 1,2.10-4 mol.l-1, c (Cr(III)) = 1.10-5 mol.l-1, c (DMFA) = 5 obj. %, pH 5. 
6.3.2.9. Vliv redukčních činidel 
Jako nejvhodnější redukční činidlo se stejně jako u předchozích dvou popisovaných 
metod jeví hydrazin dihydrochlorid o koncentraci 1.10-4 mol.l-1, při stejném pořadí 
pipetování jednotlivých komponent před zahřátím reakční směsi, jako v předchozích 
případech. 
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Obr. 49: Vliv redukovadel na systém Cr(III)-TAR; c (TAR) = 1,2.10-4 mol.l-1, 
c (Cr(III)) = 1.10-5 mol.l-1, c (DMFA) = 5 obj. %, pH 5. 
6.3.2.10. Určení stechiometrie komplexu Cr(III)-TAR 
Pro zjištění molárního poměru složek v komplexu byla i v tomto případě použita 
metoda kontinuálních variací [43, 44].  
Po vyhodnocení Jobovy křivky byla hodnota poměru n rovna 2,33, což znamená, že 
komplex vzniká za daných podmínek (teplota 95 °C, doba zahřívání 30 minut, pH 5) 
v  poměru  1:2  (Cr:TAR).  Pro  tento  poměr  byla  navržena  struktura  komplexu,  která  je  
znázorněna na obr. 50. 
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Obr. 50: Předpokládaná struktura vznikajícího komplexu Cr(III)-TAR 
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Obr. 51: Jobova křivka komplexu Cr(III)-TAR. 
 
6.4. Zhodnocení studovaných spektrofotometrických činidel pro stanovení Cr(III) 
Jako nejspolehlivější ze tří výše uvedených spektrofotometrických činidel pro 
stanovení Cr(III) se jeví chromazurol S. Samotné činidlo i vznikající komplex je stabilní; 
k úpravě a stabilizaci pH je možné použít acetátový pufr. Z hlediska porovnání molárních 
absorpčních koeficientů (ε) je chromazurol S nejcitlivější ze tří studovaných činidel. 
U chromazurolu S byly také nalezeny nejnižší detekční limity a hodnota meze 
stanovitelnosti (viz tabulka č. 6). Stanovení probíhá ve vodném prostředí, není tedy 
zapotřebí použití organického rozpouštědla. Citlivost stanovení s použitím chromazurolu 
S je možno zvýšit použitím kationtového tenzidu (zephyraminu), ovšem za cenu 
prodloužení doby zahřívání o 10 minut. V tabulce č. 6 jsou uvedeny důležité statistické 
parametry jednotlivých metod stanovení Cr(III). 
Tabulka 6: Srovnání spektrofotometrických metod 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Cr(III)-CAS Cr(III)-ECR Cr(III)-TAR 
MD (Xdα) 0,020 mg.l-1 0,029 mg.l-1 0,017 mg.l-1 
MD (Xdβ) 0,060 mg.l-1 0,086 mg.l-1 0,051 mg.l-1 
MD (Xm) 0,042 mg.l-1 0,062 mg.l-1 0,039 mg.l-1 
MD (X3σ) 0,013 mg.l-1 0,018 mg.l-1 0,019 mg.l-1 
MS (X3σ) 0,044 mg.l-1 0,059 mg.l-1 0,057 mg.l-1 
ε (mol-1.cm-1.l) 32 956,28 ± 295,9 27 679,26 ± 445,6 32 466,55 ± 962,9 
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6.5. Stanovení veškerého chromu, jako Cr(III) metodou ET-AAS 
6.5.1. Optimalizace teplotního programu a ostatních přístrojových parametrů 
Při optimalizaci teplotního programu byly jako výchozí nastavení použity podmínky 
uvedené ve zdroji [46] a postupně byla vždy měněna pouze teplota pyrolýzy nebo 
atomizace. Měření bylo provedeno pro zvolenou koncentraci chromu (0,5 mg.l-1),  a  to  
pro Cr(III) a Cr(VI) zvlášť. Optimální teplota byla určena podle velikosti a tvaru píků. 
Jako  nejoptimálnější  teplota  pyrolýzy  pro  Cr(III)  se  jeví  1000 °C a  více,  zatímco pro  
Cr(VI)  800  °C  (obr.  52).  Pro  další  měření  byla  proto  zvolena  teplota  900  °C  (jako  
průměr). Stejná teplota pyrolýzy se uvádí i v použité literatuře. Nejvhodnější atomizační 
teplota atomizace pro obě valence kovu je 2300 °C (viz obr. 53). Vyšší teplotu již nebylo 
možné na použitém přístroji nastavit. 
Dále byla nastavena optimální šířka štěrbiny a proud přiváděný na chromovou lampu. 
Jako nejoptimálnější šířka štěrbiny byla shledána 0,5 nm. Při výběru užší, nebo naopak 
širší štěrbiny dochází ke zvýšení šumu pozadí a mírné deformaci píků. Proud přiváděný 
na lampu je 3 mA. Při zvyšování hodnoty proudu dochází ke zlepšení tvaru a ostrosti 
píků, ale zároveň ke snížení jejich plochy (absorbance). Výsledné parametry, při kterých 
byla provedena všechna další měření, jsou uvedeny v tabulce 7 a 8. 
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Obr. 52: Závislost absorpční plochy píků Cr(III) a Cr(VI) na změně teploty pyrolýzy; 
c (Cr) = 9,6.10-7 mol.l-1. 
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Obr. 53: Závislost  absorpční  plochy  píků Cr(III)  a  Cr(VI)  na  změně teploty  atomizace;  
c (Cr) = 9,6.10-7 mol.l-1. 
Tabulka 7: Použité parametry měření 
Kyveta grafitová s platformou 
Objem nástřiku 5 μl 
Šířka štěrbiny 0,5 nm 
Proud 3 mA 
Vlnová délka měření 357,9 nm 
 
Tabulka 8: Nastavení teplotního programu 
Teplotní 
program 
Teplota 
(°C) 
Rampa 
(°C/s) 
Doba držení 
(s) 
sušení 1 90 5 20 
sušení 2 105 3 20 
sušení 3 120 2 20 
pyrolýza 900 250 20 
AZ 900 0 6 
atomizace 2300 400 2 
čištění 2400 500 4 
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6.5.2. Vliv kyseliny dusičné 
Byl studován vliv různých koncentrací kyseliny dusičné na tvar, výšku a plochu píků 
jak u Cr(III), tak u Cr(VI). Z obrázku č. 54 je patrné, že přítomnosti kyseliny dusičné 
výrazně zvyšuje absorbanci zejména v případě Cr(III), u Cr(VI) je její účinek nižší. 
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Obr. 54: Vliv různých koncentrací kyseliny dusičné na absorpční plochu píků  
(vyjádřeno v % vůči čistému roztoku Cr(III) a Cr(VI) – bez přídavku kyseliny); 
c (Cr) = 9,6.10-7 mol.l-1.  
 
6.5.3. Vliv modifikátoru 
Z důvodu možného rušení matrice vzorku reálných vod, byl zjišťován vliv přítomnosti 
různých koncentrací Mg(NO3)2 a  NH4H2PO4 na tvar, výšku a plochu píků, jak u Cr(III), 
tak u Cr(VI). 
Z obr. č. 55 a 56 vyplývá, že přítomnost modifikátoru více ovlivňuje absorpční plochu, 
tedy i tvar a výšku píků u Cr(III), než u Cr(VI). Dále bylo zjištěno, že  Mg(NO3)2 má na 
tvar píků a absorpční plochu spíše negativní vliv, dochází k deformaci píků a při vyšší 
koncentraci modifikátoru i ke snižování absorpční plochy, zatímco při použití NH4H2PO4 
dochází ke zvýšení absorpční plochy píků. 
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Obr. 55: Vliv různých koncentrací modifikátorů na absorpční plochu píků Cr(III), 
vyjádřeno v % vůči čistému roztoku Cr(III) – bez přídavku kyseliny; 
c (Cr) = 9,6.10-7 mol.l-1.   
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Obr. 56: Vliv různých koncentrací modifikátorů na absorpční plochu píků Cr(VI), 
vyjádřeno v % vůči čistému roztoku Cr(VI) – bez přídavku modifikátoru;  
c (Cr) = 9,6.10-7 mol.l-1. 
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6.5.4. Vliv redukčních činidel 
Pro analýzu reálných vzorků metodou ET-AAS je nutné použít redukční činidlo, aby 
byl veškerý chrom přítomný ve vzorku převeden na trojmocnou formu. Pro tento účel 
byly zkoušeny různé koncentrace hydrazin dihydrochloridu na tvar, výšku a plochu píků
roztoku Cr(III) a Cr(VI). 
Přídavek redukčního činidla zvyšuje absorbanci. Absorbance po přidání redukovadla 
k Cr(VI), je přibližně stejná, jako po přidání stejného množství redukčního činidla 
k Cr(III), což znamená, že skutečně dochází k redukci Cr(VI) na Cr(III). Pro následující 
analýzu reálných vzorků vod byl použit hydrazin dihydrochlorid o koncentraci  
0,01 mol.l-1.  
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Obr. 57: Vliv různých koncentrací hydrazin dihydrochloridu na absorpční plochu píků
Cr(III) a Cr(VI), vyjádřeno v % vůči čistému roztoku Cr(III) a Cr(VI) – bez přídavku 
redukčního činidla; c (Cr) = 9,6.10-7 mol.l-1. 
6.5.5. Vliv cizích iontů 
Ze sledovaných iontů nejvíce ruší stanovení Fe2+, Fe3+, Cl- a Na+ ionty. Toto rušení se 
projevuje zvyšováním hodnoty absorbance a deformací píků, což znamená, že absorpční 
maximum jmenovaných iontů je blízké vzhledem k absorpčním pásům chromu. Negativní 
vliv těchto iontů se opět více projevuje u Cr(III), než u Cr(VI). 
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Obr. 58: Vliv různých koncentrací interferujících iontů na absorpční plochu píků Cr(III), 
vyjádřeno v % vůči čistému roztoku Cr(III); c (Cr) = 9,6.10-7 mol.l-1. 
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Obr. 59: Vliv různých koncentrací interferujících iontů na absorpční plochu píků Cr(VI), 
vyjádřeno v % vůči čistému roztoku Cr(VI); c (Cr) = 9,6.10-7 mol.l-1. 
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6.5.6. Kalibrace 
Kalibrační závislost byla změřena pro pět ekvidistantních koncentračních hladin  
(1;  3;  5;  7  a  9  μg.l-1), přičemž každá koncentrační úroveň byla opět změřena třikrát. 
Kalibrační křivky byly zpracovány dle normy ČSN 8466-1, stejným způsobem, jako 
u předchozích metod.  
V tabulce č. 9 jsou shrnuty hodnoty vypočítané z kalibrační křivky. Testovaná hodnota 
PG1 je i v tomto případě nižší, než tabelovaná hodnota Ff1;f2;0,99, tedy rozdíl mezi 
testovanými rozptyly není významný. Protože jsou rozptyly homogenní, je v tomto 
případě možné aplikovat jednoduchou regresní analýzu. Požadovaná testovaná hodnota 
pro test linearity PG2, je také nižší, než tabelovaná hodnota F2. Lze tedy prohlásit, že 
nelineární kalibrační funkce nevede k významně lepší těsnosti a sledovaná kalibrační 
funkce je lineární. 
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Obr. 60: Kalibrační závislost a intervaly spolehlivosti kal. křivky pro Cr(III). 
Tabulka 9: Hodnoty vypočítané z kalibrační křivky 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
MD (Xdα) 0,209 μg.l-1 
MD (Xdβ) 1,620 μg.l-1 
MD (Xm) 0,346 μg.l-1 
 MD (X3σ) 1,144 μg.l-1 
MS (X3σ) 3,813 μg.l-1  
PG1 1,15 
Ff1,f2;0,99 6,54 
PG2 1,98 
F2 2,15 
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6.6. Analýza a vyhodnocení reálných vzorků vod  
Reálné vzorky vod byly stanoveny metodou standardního přídavku, a to dvojím 
způsobem:  
a) spektrofotometricky po přidání redukčního činidla, reakcí Cr(III) 
s chromazurolem S, 
b) atomovou absorpcí s elektrotermickou atomizací po redukci přítomného chromu 
na jeho trojmocnou formu, za optimalizovaných podmínek.  
 
6.6.1. Stanovení chromu chromazurolem S 
Postup stanovení byl následující: vzorek vody byl přefiltrován přes filtr o velikosti 
pórů 0,45 μm. Do odměrné baňky o objemu 25 ml bylo odpipetováno 10 ml vzorku vody, 
dále bylo přidáno vždy takové množství zásobního roztoku standardu Cr(III), aby 
výsledná koncentrace daných přídavků byla 0,1; 0,3; 0,5; 0,7 a 0,9 mg.l-1. Dále byl přidán 
1 ml roztoku chromazurolu S o koncentraci 1.10-3 mol.l-1 a 25 μl 0,1M vodného roztoku 
hydrazin dihydrochloridu tak, aby jeho výsledná koncentrace byla 1.10-4 mol.l-1. Nyní 
bylo do každé odměrné baňky odpipetováno 5 ml 0,2M roztoku acetátového pufru o pH 
3,5 a obsah baněk byl řádně promíchán. Takto připravené roztoky vzorků byly po dobu 
40-ti minut zahřívány ve vroucí vodní lázni. Po vyjmutí vzorků z lázně a jejich ochlazení 
pod proudem tekoucí vody na laboratorní teplotu, byl objem baněk doplněn destilovanou 
vodou po rysku a opět promíchán. Po 15-ti minutové ekvilibraci vzorků bylo změřeno 
jejich absorpční spektrum v rozsahu vlnových délek 350 až 700 nm, ze kterého byla vždy 
vybrána hodnota absorpčního maxima komplexu Cr(III)-CAS při vlnové délce 575 nm. 
Všechna měření probíhala proti destilované vodě a od absorpčních spekter vzorku bylo 
vždy odečteno absorpční spektrum blanku, tj. samotného činidla s přídavkem stejného 
množství komponent, jako u samotného vzorku. 
Tímto způsobem bylo analyzováno celkem 5 vzorků vod. Výpočet neznámé 
koncentrace Cr(III) ve vzorcích vod byl proveden podle vztahu (20) na straně 38. Jelikož 
každá koncentrační úroveň jednotlivých přídavků Cr(III) byla stanovena třikrát. Celkem 
tedy bylo získáno 15 výsledných hodnot, které byly zprůměrovány, a byla z nich 
vypočítána směrodatná odchylka stanovení podle Studenta. Výsledné hodnoty jsou 
uvedeny v tabulce č. 10. 
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Tabulka 10: Stanovený obsah chromu v reálných vzorcích vod spektrofotometrickou 
metodou s chromazurolem S 
6.6.2. Stanovení chromu metodou ET-AAS 
Postup: vzorek vody byl přefiltrován přes filtr o velikosti pórů 0,45 μm. Do nádobky 
o objemu 1 ml bylo odpipetováno 500 μl vzorku vody, dále bylo přidáno vždy takové 
množství zásobního roztoku standardu Cr(III), aby výsledná koncentrace daných 
přídavků byla 10; 30; 50; 70 a 90 μg.l-1. Dále bylo přidáno 25 μl vodného roztoku 
hydrazin dihydrochloridu o koncentraci 0,1 mol.l-1 tak, aby jeho výsledná koncentrace 
činila 1.10-4 mol.l-1. Obsah nádobek byl doplněn na objem 1 ml přídavkem mili Q vody 
a promíchán. Takto připravené roztoky vzorků byly ponechány 15-ti minutové ekvilibraci 
a následně byla změřena jejich absorpční plocha při vlnové délce  
357,9 nm. Všechna měření probíhala proti mili Q vodě.  
Tímto způsobem bylo analyzováno všech 5 vzorků vod. Výpočet neznámé koncentrace 
Cr(III) ve vzorcích vod byl proveden stejným způsobem, jako u spektrofotometrického 
stanovení. Výsledné hodnoty koncentrací jsou uvedeny v tabulce 11.  
Tabulka 11: Stanovený obsah chromu, jako Cr(III) v reálných vzorcích vod metodou 
ET-AAS 
Vzorek vody Rovnice regrese kalibrační 
křivky pro vodu 
Výsledná koncentrace Cr(III) 
(μg.l-1) 
Pitná podzemní voda y = 0,6298x – 0,0171 1,10 ± 0,13 
Povrchová voda 
(Bečva) y = 0,5483x + 0,0774 10,06 ± 0,52 
Povrchová voda 
(Morava) y = 0,6727x – 0,0023 13,31 ± 0,36 
Balená minerální voda 
(Krounní) y = 0,6182x – 0,0208 1,84 ± 0,44 
Balená minerální voda 
(Magnesia) y = 0,4530x – 0,0051 1,35 ± 0,30 
Vzorek vody Rovnice regrese kalibrační 
křivky pro vodu 
Výsledná koncentrace Cr(III) 
(μg.l-1) 
Pitná podzemní voda y = 0,0058x + 0,0350 1,22 ± 0,12 
Povrchová voda 
(Bečva) y = 0,0054x + 0,0464 13,89 ± 0,25 
Povrchová voda 
(Morava) y = 0,0056x + 0,0293 16,43 ± 0,34 
Balená minerální voda 
(Krounní) y = 0,0058x + 0,0181 2,28 ± 0,12 
Balená minerální voda 
(Magnesia) y = 0,0059x + 0,0228 1,86 ± 0,11 
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7. ZÁVĚR 
Cílem této práce byla optimalizace a zhodnocení podmínek metod 
spektrofotometrického stanovení trojmocného chromu vybranými organickými činidly 
(chromazurolem S, eriochromcyaninem R, 4-(2-thiazolylazo)rezorcinolem) a jejich 
porovnání se stanovením celkového chromu ve formě Cr(III) pomocí atomové absorpční 
spektrometrie s elektrotermickou atomizací. 
Při spektrofotometrickém stanovení trojmocného chromu je nutné výchozí směs 
organického činidla a kovu v destilované vodě zahřát, protože stabilní kationt 
hexaaquakomplexu [Cr(H2O)6]3+ v roztoku z kinetického hlediska podstatně snižuje 
reaktivitu Cr(III) s analytickými činidly a brzdí reakce tohoto analytu při laboratorní 
teplotě.  
Jako nejvhodnější činidlo pro spektrofotometrické stanovení Cr(III) se jeví 
chromazurol S. Při optimalizaci podmínek stanovení, byly nalezeny následující 
koncentrační hodnoty jednotlivých komponent: 4.10-5 mol.l-1 chromazurolu  S;   
1.10-4 mol.l-1 hydrazin dihydrochloridu; 0,05 mol.l-1 acetátového pufru o pH 3,5. Doba 
zahřívání byla 40 minut při teplotě 95 °C ve vroucí vodní lázni.  
Citlivosti jednotlivých metod, určené molárním absorpčním koeficientem (ε), byly 
vypočteny ze směrnice kalibrace a z jednotlivých bodů kalibrační křivky. Z tabulky č. 6 
na straně 78 vyplývá, že stanovení Cr(III) pomocí chromazurolu S je nejcitlivější ze 
studovaných spektrofotometrických metod. Citlivost tohoto stanovení je možné zvýšit 
přídavkem kationtového tenzidu (zephyraminu) o koncentraci 1.10-3 mol.l-1, za 
současného prodloužení reakční doby stanovení; případně zvýšením koncentrace 
chromazurolu S. Srovnatelnou hodnotu ε má i metoda stanovení pomocí  4-(2-
thiazolylazo)rezorcinolu při těchto podmínkách: koncentrace 4-(2-thiazolyla-
zo)rezorcinolu 1,2.10-4 mol.l-1, 5 obj. % dimethylformamidu, 1.10-4 mol.l-1 hydrazin dihyd-
rochloridu, 0,05 mol.l-1 acetátového pufru o pH 5, doba zahřívání 30 minut. Nejméně citlivou 
metodou bylo stanovení s eriochromcyaninem R. Pro toto stanovení byly nalezeny následující 
optimální podmínky: koncentrace eriochromcyaninu R 1,2.10-4 mol.l-1, pH 4,5; doba zahřívání 
40 minut. Nevýhodou tohoto stanovení je však časová nestabilita absorbance činidla a kom-
plexu, způsobená pravděpodobně tvorbou sultonového cyklu s centrálním uhlíkem, který vede 
k zeslabování zbarvení činidla i samotného komplexu v dané oblasti pH (4,5).   
Spektrofotometrická stanovení Cr(III) výrazně ruší ionty Fe3+, Fe2+ a Al3+. Fe3+ mohou 
být v některých minerálních vodách přítomny v poměrně vysokých koncentracích, proto 
by v tomto případě byla nutná jejich redukce na Fe2+, přídavkem většího množství 
redukčního činidla, případně jejich separace například pomocí SPE. Ionty Na+,  H2PO4-
a HCO3-, způsobují při vyšších koncentracích negativní chybu stanovení, jejich vliv je 
možné minimalizovat současným proměřování absorbance slepého vzorku. 
Pomocí metody kontinuálních variací byla určena stechiometrie studovaných 
komplexů. Bylo zjištěno, že za uvedených podmínek vzniká komplex Cr(III)-CAS 
a Cr(III)-ECR v poměru 1:1, zatímco komplex Cr(III)-TAR v poměru 1:2 (M:L).  
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Při optimalizaci podmínek metody ET-AAS byly jednotlivé komponenty a parametry 
nastavení zjišťovány pro každé mocenství kovu v roztoku zvlášť. Bylo zjištěno, že po 
atomizaci roztoku Cr(VI) je absorpce záření při vlnové délce 357,9 nm dvakrát vyšší, než 
po atomizaci roztoku obsahujícího pouze chrom v oxidačním stupni III. Tato skutečnost 
je pravděpodobně způsobena určitými potížemi při atomizaci Cr(III) z roztoků. Nalezené 
optimální podmínky pro stanovení chromu metodou ET-AAS jsou tyto: teplota pyrolýzy 
900 °C, teplota atomizace 2300 °C, šířka štěrbiny 0,5 nm; proud přiváděný na lampu 
3 mA (viz tabulka č. 7, 8).  
    Ze sledovaných iontů v tomto případě nejvíce ruší stanovení Fe2+, Fe3+, Cl- a Na+. 
Rušení se projevuje zvyšováním hodnoty absorbance a také deformací píků. Pozorované 
interference mohou být důsledkem blízkého absorpčního maxima rušícího prvku 
vzhledem k absorpčním pásům chromu. Negativní vliv těchto iontů se více projevuje u 
Cr(III), než u Cr(VI). 
Spektrofotometrická metoda stanovení Cr(III) s chromazurolem S, byla společně s ET-
AAS aplikována na reálné vzorky vod. Bylo analyzováno celkem 5 vzorků vod, 
a to pitná voda z pozemního zdroje odebraná v Mořicích u Prostějova; dále povrchová 
říční voda odebraná z řeky Moravy v Olomouci a z řeky Bečvy odebraná v Přerově; 
a minerální balená voda značky Korunní a Magnesia, zakoupená v běžné obchodní síti 
ČR. Analýza a vyhodnocení obsahu chromu v reálných vzorcích vod byla provedena 
metodou standardních přídavků.  
Nalezené koncentrace chromu stanovovaného, jako Cr(III), v jednotlivých vzorcích 
vod jsou uvedeny v tabulce č. 10 a 11 na straně 87. Žádná ze stanovených koncentrací 
nepřekročila hodnotu přirozeného pozadí výskytu chromu v přírodních vodách. Nejvyšší 
hodnoty koncentrace Cr(III) byly nalezeny ve vzorku povrchové říční vody odebrané 
z řeky Moravy, naopak nejnižší hodnoty byly nalezeny ve vzorku pitné vody odebrané 
z podzemního zdroje v obci Mořice u Prostějova. 
Nižší koncentrace Cr(III) stanovené pomocí spektrofotometrické metody 
s chromazurolem S, ve srovnání s hodnotami získanými metodou ET-AAS, jsou 
pravděpodobně způsobeny větším vlivem interferujících látek, přítomných v reálných 
vzorcích vod, na směrnici kalibrační křivky při spektrofotometrickém vyhodnocení. 
U vzorků říční vody je rozdíl v obsahu chromu patrně způsoben vyšší koncentrací H2PO4- 
a HPO42-. Tyto ionty totiž snižují absorbanci komplexu Cr(III)-CAS, již při 
desetinásobném nadbytku vůči koncentraci chromu. Detekční limity se u ET-AAS 
pohybují řádově v desetinách až jednotkách μg.l-1, zatímco u spektrofotometrických 
metod  se  jedná  o  desítky  μg.l-1, je tedy zřejmé, že ET-AAS je pro stanovení nízkých 
koncentrací sledovaného analytu ve vzorcích vod vhodnější technikou, než 
spektrofotometrické stanovení s chromazurolem S. 
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9. SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK A SYMBOLŮ 
CAS – chromazurol S 
Cr(III) – chrom v oxidačním stupni III 
Cr(VI) – chrom v oxidačním stupni VI 
ČSN – česká státní norma 
DMFA – dimethylformamid 
ECR – eriochromcyanin R 
ET-AAS – atomová absorpční spektrometrie s elektrotermickou atomizací 
FAAS – plamenová atomová absorpční spektrometrie  
ICP-OES – optická emisní spektrometrie s indukčně vázaným plazmatem 
ICP-MS – hmotnostní spektrometrie s buzením v indukčně vázaném plazmatu 
M – kov 
MD – mez detekce 
MS – mez stanovitelnosti 
L – ligand 
TAR – 4-(2-thiazolylazo)rezorcinol 
UV – ultrafialová oblast spektra 
VIS – viditelná oblast spektra  
ZFA – zephyramin  
A – absorbance [-] 
λ – vlnová délka [nm] 
ε – molární absorpční koeficient [mol-1.cm-1.l] 
t – teplota [°C] 
